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UBER DAS SCHICKSAL DES PENTAOXY-BUFOSTANS 
IM MEERSCHWEINCHENORGANISMUS. 


Von 


KANZI IWAKT. “ 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut Okayama. 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Hingegangen am 4. November 1941) 


~ Auf Grund der Tatsache, dass die Trioxy-bufo-sterocholen- 
saure im Meersehweinchenorganismus in Cholsdure und weiter in 
Desoxycholsaure verwandelt und im Harn ausgeschieden wird 
(Iwaki 1941), wurde wahrscheinlich gemacht, dass nicht nur die 
hdhere Gallenséure, wie Trioxy-bufo-sterocholenséure sondern auch 
die Steroide wie Pentaoxy-bufostan im Tierorganismus in kohlen- 
stoffarmere Gallensiure wie Cholséure oder Iso-cholsiure (Ohta 
1939) von 24 Kohlenstoffatomen tibergefiihrt werden konnten, die 
als Bestandteile der Galle der verschiedenen Tiere vorkommen. 
Obwohl die chemische Konstitution der verschiedenen Steroide 
bereits festgestellt wurde, wurde aber ihr Schicksal im Organismus 
noch wenig geprift. Somit wurde Pentaoxy-bufostan CosH 5005 
den Meerschweinchen verabreicht und deren Harn u. Galle unter- 
sucht, weleh letztere nach Imai (1937) u. Lwaki (1941) eigentlich 
weder Cholsaure noch Desoxycholsdure enthalten sollte. Aus 24,65 
Liter Harn von 184 Meerschweinchen, denen insgesamt 21,0 ¢ 
Pentaoxy-bufostan verabreicht wurden, wurde Cholséure rein 
erhalten, wahrend aus der Galle (250ccm) ausser eigentlicher 
Chenodesoxycholséure und 3-Oxy-7-ketocholansaure nur unver- 
dindertes urspriingliches Pentaoxy-bufostan erhalten wurde. 
Diese Tatsache zeigt, dass das verabreichte Pentaoxy-bufostan 
im Meerschweinchenorganismus in Cholsaéure tibergehen dirfte und 
zwar in der Weise, dass sich das Pentaoxy-bufostan (I) erst unter 
Methyloxydation (II) dann unter Pinakolinumlagerung nach 
Shimizu u. Kazuno (1940) in Monoketo-trioxy-isosterocholan- 
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sdure (II1) umlagert und weiter unter folgender $-Oxydation 
abgekiirzt wird, um in Cholséure (IV) verwandelt zu werden, was 
dadurch unterstiitzt wird, dass dieses Pentaoxy-bufostan experi- 
mentell durch Oxydation unter Pinakolinumlagerung in Monoketo- 
trioxy-isobufostan verwandelt wird, wie Kazuno (1940) in seinem 
Versuch nachgewiesen hat. 
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Aut diese Weise diirfte die Cholsiure im Harn des Meer- 
schweinchens aufzufinden sein. Diese Tatsache diirfte héchst- 
wahrscheinlich zeigen, dass das Pentaoxy-bufostan CosH;00;, eine 
Zwischenstufe des Ergosterins, zu einer Oxy-sterocholansaure, 
weiter zu einer Oxycholansiure ist. : . 
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BESCHREIBUNG DER VERSUCHE. 


1,0g Pentaoxy-bufostan vom Schmelzpunkt 172° wurde in 
3cem absolutem Alkohol gelést und mit 150 cem Olivenél verdiinnt, 
bis die Lésung 0,75% davon enthielt, und weiter durch Abdampfen 
vom Alkohol befreit. Von dieser Lésung wurden den kraftigen 
gesunden Meerschweinchen vom Korpergewicht 400-600 g, die eine 
Woche lang mit einer bestimmten Nahrung (Okara u. Gemiise) 
gefiittert worden waren, 2 ccm pro ke Koérpergewicht und pro Tag 
21 Tage lang in die Bauchhohle einverleibt. Wahrend des Ver- 
suches wurde der Harn des Versuchstieres jeden Tag durch 
Katheterisierung gesammelt und betrug insgesamt 24,65 Liter. 
Zum Versuch wurden 184 Meerschweinchen gebraucht. 2 Tage nach 
der letzten Injektion wurde die Gallenblase jedes Versuchstieres 
herausgenommen und die Galle gesammelt. Sie betrug insgesamt 
250eem. Die dabei verabreichte Gesamtmenge an Pentaoxy- 
bufostan betrug 21,0 g. 


1). Galle. 


Die gelblich klare, schwach alkalische Galle wurde durch 
Alkohol vom Mucin und dann dureh Abdampfen vom Alkohol 
befreit. Dabei schied sich eine gelblichweisse krystallinische Masse 
aus. Nach dem Filtrieren wurde die krystallinische Masse und das 
Filtrat getrennt behandelt. 

Diese krystallinische Masse wurde nach dem Trocknen einige 
Male mit Petrolather digeriert, um das Fett zu beseitigen, und 
wieder in trocknem Ather digeriert, um den Farbstoff zu entfernen. 
Diese Masse wurde nach dem Trocknen aus Essigather umkrystal- 
lisiert. Schmelzpunkt 165-168°.  Ausbeute 0,6g. Der Krystall 
wurde aus Alkohol-Wasser umkrystallisiert. Prismatische Nadeln 
vom konstanten Schmelzpunkt 172°. Bei Liebermannscher Reak- 
tion zeigt sich eine violettstichige kirschrote Farbe und eine positive 
Hammarstensche Reaktion. Keine Schmelzpunktdepression mit 
reinem Pentaoxy-bufostan. 

Wasserlosliche Fraktion. Das vom Pentaoxy-bufostan  ab- 
filtrierte Filtrat wurde mit Ather erschépfend extrahiert. Aus 
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dem Atherauszug wurde nach dem Abdampfen des Athers eine 
braune Masse erhalten, diese vollig getrocknet, erst in Petrolather, 
dann in getrocknetem Ather digeriert und diese Behandlung einige 
Male wiederholt, um das Fett und den Farbstoff vollig zu beseitigen. 
Dabei wurde ein gelblichweisses Pulver erhalten. Diese Substanz 
wurde aus Essigither umkrystallisiert. Schmelzpunkt 165-168°. 
Ausbeute 0,4¢. Diese Substanz wurde aus Alkohol-Wasser um- 
krystallisiert. Prismatische Nadeln vom konstanten Schmelzpunkt 
172°. Bei Liebermannscher Reaktion zeigt sich eine violettstichige 
kirschrote Farbe und eine positive Hammarstensche Reaktion. Sie 
zeigen mit reinem Pentaoxy-bufostan keine Schmelzpunktdepres- 


sion. 


4,630 mg Subst.: 12,290 mg COs, 4,410 mg H.O. 
CesEleaQs ‘Ber. C 72,04 H 10,80 
Gef. ,, 72:39 4; 10,60 


Das verabreichte Pentaoxy-bufostan wird also zum Teil 
unveradndert in der Galle ausgeschieden. 

Diese Mutterlauge wurde durch Abdampfen vom Ather befreit 
und weiter unter Ansiuerung mit verdiinnter Salzsiiure mit Ather 
erschopfend extrahiert. Der Atherauszug wurde mit einer 5%igen 
Sodalésung ausgezogen, diese Sodalésung unter Ansduerung mit — 
verdiinnter Salzsiiure mit Ather durehgeschiittelt und der Ather- 
auszug nach dem Waschen mit Wasser mit Pottasche getrocknet. 
Nach dem Verdampfen des Athers wurde der Riickstand mit 
Petrolather digeriert, um das Fett zu beseitigen, und wieder mit 
trocknem Ather digeriert, um den Farbstoff zu entfernen. Diese 
Masse wurde abermals aus allen organischen Lésungsmitteln 
umzukrystallisieren versucht. Dabei wurde leider kein Krystall 
gewonnen. Somit wurde die Substanz in 5%iger Kalilauge gelost 
und auf dem Wasserbade 30 Stunden lang erwarmt und dann 
filtriert. Das abfiltrierte Hydrolysat wurde unter Ansiuern mit 
verdiinnter Salzsiure mit Ather extrahiert. Der Atherauszug 
wurde nach dem Waschen mit Wasser mit Pottasche getrocknet 
und verdampft. Der Riickstand wurde nochmals gleicher Behand- 
lung unterworfen. Doch wurde wieder kein Krystall erhalten. 
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2) Der Harn. 

24,65 Liter des gesammelten gelbbraunen schwach alkalischen 
Harns vom spezifischen Gewicht 1016-1026 wurden in Zimmer- 
temperatur mittelst elektrischen Fo6hns verdampft und im 
Exsikkator gut getrocknet. Der schwarzbraune Riickstand von 
281 ¢ wurde mit absolutem Alkohol unter 5 stiindiger Erwairmung 
auf dem Wasserbade 5 mal extrahiert. Der Alkoholauszug wurde 
nach dem Abdampfen des Alkohols mit Wasser verdiinnt und 
weiter der Alkohol verdampft. Diese Loésung wurde mit Essig- 
ather 3 mal durchgeschiittelt. Der Essigitherauszug wurde nach 
Waschen mit Wasser mit Pottasche getrocknet. Der beim Ab- 
dampfen des Hssigathers erhaltene schwarzbraune Riickstand 
wurde in 100 cem einer 5%igen alkoholischen Kalilauge gelost und 
auf dem Wasserbade 3 Stunden hydrolysiert. Vom abfiltrierten 
Hydrolysat wurde unter Zusatz eines gleichen Volumens Wasser 
der Alkohol abgedampft, mit verdtinnter Salzsiure ausgefallt und 
die dabei erhaltene gelbliche Fallung gut getrocknet. Die Fallung 
wurde in Petroliither abermals digeriert, dann mit Ather behandelt 
und der Atherauszug nach dem Verdampfen wieder in Petroliither 
digeriert. Diese Behandlung wurde einige Male wiederholt, um 
das Fett und den Farbstoff zu entfernen. Der Riickstand wurde 
in 2%iger Ammoniaklosung gelést, mit einer 5%igen Barium- 
chloridlésung ausgefallt und nach einer Nacht abfiltriert. 

i) Das Filtrat wurde mit verdiinnter Salzsdure angesduert, 
die dabei abgeschiedene Fiillung in Ather aufgenommen, der Ather- 
auszug mit Wasser gewaschen, mit Pottasche getrocknet und 
verdampft. Der Riickstand wurde in Petrolather abermals 
digeriert. Diese Behandlung wurde einige Male wiederholt, um 
das Fett und den Farbstoff zu entfernen. Die dabei erhaltene 
gelblichweisse Substanz wurde aus Essigéther umkrystallisiert. 
Amorphe Masse vom Schmelzpunkt 175-192°. Ausbeute 80 mg. 
Die Substanz wurde aus Alkohol umkrystallisiert, Tetraeder vom 
Schmelzpunkt 198°. Der Krystall zeigt eine positive Myliussche 
und Hammarstensche Reaktion. Er zeigt mit reiner Cholsaure 
keine Schmelzpunktdepression. 
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4,500 mg Subst.: 11,640 mg COs, 3,840 mg H20. 
Cos H 400s Bers) © 710353 7 Hie ots7 
Gef. ,, 70,55 ,, 9,55. 

ii) Bariumsalzfallung. Die Fallung wurde mit emer 57igen 
Sodalésung auf dem Wasserbade 3 Stunden lang erwarmt, die 
von Bariumearbonat abfiltrierte Losung unter Ansduerung mit 
verdtinnter Salzsdure ausgefallt, die Fallung in Ather aufgenom- 
men und nach Waschen mit Wasser und Trocknen verdampft. 
Der Riickstand wurde wieder in 2%iger Ammoniaklésung geldést 
und unter Zusatz einer 5% igen Bariumehloridlésung ausgefallt und 
nach einer Nacht abfiltriert. 

a) Bariumsalzfallung. Die Fallung wurde in 5%iger Soda- 
losung auf dem Wasserbade 3 Stunden lang gekocht und dann 
filtriert.. Das Filtrat wurde unter Ansduern mit verdiinnter Salz- 
siure mit Ather extrahiert, der Atherauszug nach dem Waschen 
mit Wasser und nach dem Trocknen mit Pottasche abgedampft. 
Der Riickstand wurde in Petrolather abermals digeriert, weiter mit 
Ather behandelt und der. Atherauszug nach dem Verdampfen 
wieder in Petrolather digeriert. Diese Behandlung wurde einige 
Male wiederholt, um das Fett und den Farbstoff zu entfernen. 
Die dabei erhaltene gelblichweisse Masse wurde aus verschiedenen 
Losungsmitteln abermals umzukrystallisieren versucht. Es wurde 
kein Krystall erhalten. 

b) Das Filtrat. Das von der Bariumsaizfallung abfiltrierte 
Filtrat wurde unter Ansiuerung mit verdiinnter Salzsdiure mit 
Ather extrahiert. Der Atherauszug wurde nach dem Waschen mit 
Wasser getrocknet. und der Ather abgedampft, wobei ein gelb- 
weisser Niederschlag auftrat. Dieser Niederschlag wurde nach 
dem Trocknen erst in Petrolather, dann mit wasserfreiem Ather 
digeriert. Diese Behandlung wurde einige Male wiederholt, um 
das Fett und den Farbstoff zu entfernen. Die gelbweisse Substanz 
wurde aus Hssigéther umkrystallisiert. Amorphe Masse vom 
Schmelzpunkt 172-190°. Ausbeute 30mg. Die Substanz wurde 
aus Alkohol umkrystallisiert. Tetraeder vom Schmelzpunkt 198°. 
Der Krystall zeigt eine positive Myliussehe und Hammarstensche 
Reaktion. Er zeigt mit reiner Cholsiure keine Schmelzpunkt- 
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depression. 


4,390 mg Subst.: 11,8355 mg CO», 3,720 mg H.2O. 
CoH Os Ber. C 70,53 H 9,87 
Gef. ,, 70,54 ,, 9,48. 


Zum Schluss moéchte ich nicht verfehlen, Herrn Prof. T. 
Kazuno fir seine freundliche Leitung und Unterstiitzung bei 
meiner Arbeit und der japanischen Gesellschaft zur Foérderung 
der wissenschaftlichen und industriellen Forschungen fiir die zur 
Verfiigung gestellten Mitteln meiner herzlichen Dank auszu- 
sprechen. 
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UBER DIE ALLIGATORSCHILDKROTENGALLE IL. 
Trioxy-stero- und Trioxy-isostero-cholansiurelakton. 


VON 


TAKAO SUGANAMI v. KAZUMI YAMASART., 


(Aus dem Biochemischen Institut Okayama u. aus der Biochemischen 
Abteilung der medizinischen Schule zu Harbin.) 


» (Kingegangen am 4. November 1941) 


Vor einigen Jahren wurden zwei Laktone der Sterocholan- 
saurereihe in der Alligatorschildkrétengalle von K. Yamasaki u. 
M. Yuuki (1986) entdeckt; iiber das Lakton vom Schmelzpunkt 
228° wurde dabei nur eine vorliufige kurze Mitteilung gemacht. 
Durch nachherige Untersuchungen wurde ein Irrtum gefunden. 
Aus der angesduerten, frischen Galle wurden zwei ungepaarte, 
‘miteinander isomere Laktone von der Formel Cs7H4,0; baw. 
CosH4g0; mit Chloroform direkt ausgezogen; das eine ist\ganz 
identisch mit dem bereits berichteten Trioxy-sterocholansiurelakton 
vom Schmelzpunkt 208°, das nach der Chloroformausschiittelung 
durch Hydrolyse der Galle erhalten wurde und sogar den Haupt- 
bestandteil der Galle ausmacht. 

Das andere, neue Lakton wir wollen es als Trioxy-isostero- 
cholanséurelakton bezeichnen, das aus der Hssigathermutterlauge 
des Laktons vom Schmelzpunkt 208° hergestellt wurde, ist gesattigt 
und schmilzt bei 220° unter charakteristischem Sintern bei 130°. 
Die aus dem Lakton hergestellte Saéure CosHys0g (od. Co7H460¢) 
schmilzt bei 205° und ihr Methylester bei 228°, welch letzterer mit 
dem bereits irrtiimlich angegebenen Lakton vom Schmelzpunkt 
228° keine Schmelzpunktdepression zeigt; der letztere ist also ein 
Kunstprodukt, der Methylester der Saure. 

Interessant ist, dass das isomere Lakton eine hohe spezifische 
Drehung: [a@]|p=+68,97° und sein Methylester dagegen einen fast 
halben Wert: [a]p=+35,25° hat, was beim Lakton vom Schmelz- 
punkt 208° nicht der Fall war und noch ungeklart bleibt. Die 
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Sdure kehrt sich in warmer Chloroformlésung bei Vorhandensei 
von wenig Salzsiure sogar in das urspriingliche Lakton um.* Die 
Laktonisierung der Saéure findet auch beim Kochen der Saure bzw. 
des Methylesters in konzentrierter Ameisensdure unter Bildung 
von Triformyllakton statt. Der so ziemlich leichte Abschluss des 
Laktonringes kénnte darauf hinweisen, dass eine Alkoholgruppe 
des Laktonmolekiils zur Karboxylgruppe 6-standig ist. 

Was die Wirkung der fiinf Sauerstoffe des neuen isomeren 
Laktons betrifft, so erwiesen sich abgesehen von denen, die den 
Laktonring schliessen miissen, drei davon als sekundare Alkohol- 
gruppe, indem das Lakton einen in glitzernden, langen Prismen 
kristallisierenden Triformylester vom Schmelzpunkt 267° und ein 
Triketolakton vom Schmelzpunkt 216° lieferte, das ein Trioxim 
bilden kann. 

Wie spater bei der Besprechung des Laktons vom Schmelz- 
punkt 208° noch die Rede sein soll, konnte der Laktonring des 
Ketolaktons bzw. der urspriinglichen Laktons durch Chromsaure- 
oxydation bei Zimmertemperatur oder bei 40° gedffnet und dabei 
in ziemlich guter Ausbeute eine Tetraketoséure vom Schmelzpunkt 
188° gebildet werden, deren Methylester seinerseits wider Erwarten 
die Bildung eines Tetraketoxims als schwerer, eines Triketoxims als 
leichter erscheinen less, was zu bedeuten hat, dass die bei der 
Offnung des Laktonringes gebildete Karbonylgruppe eine reaktions- 
fahigere sein und schlesslich wieder laktonisiert werden diirfte. 

Das Lakton vom Schmelzpunkt 208°, Trioxy-sterocholansiure- 
lakton Co7H440; baw. CosH4g0; leferte einen Triformylester vom 
Schmelzpunkt 231°, was wohl zusammen mit der Tatsache der 
bereits berichteten Triketolaktonbildung (1936) zeigt, dass drei 
von den fiinf Sauerstoffen im Molekiil dieses Laktons als 
sekundare Alkoholgruppe funktionieren. Bei der vorausgegan- | 
genen Mitteilung (1936) war ungeklart geblieben, dass das Lakton 
bei milder Chromsaureoxydation gleichzeitig ein Triketolakton 
Co7H3s05 bzw. CogsHyoO; und eine Tetraketos’ure CozH3s0, od. 
CosH490¢ in fast gleicher Ausbeute geliefert hatte. Das Ketolakton 


* Unter gleicher Bedingung wurde die Umkehrung des Laktons vom 


Schmelzpunkt 208° beobachtet (Kim 1938). 
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seinerseits wurde durch weitere Oxydation mit Chromsiure sogar 
in die Tetraketosiure vom Schmelzpunkt 215° verwandelt. 
Neuerdings ist bekannt geworden, dass das Mengenverhiltnis dieser 
beiden Reaktionsprodukte von der Stirke oder Oxydations- 
bedingungen bzw. von der Menge der Chromsaure stark abhingig 
ist; das Trioxylakton lieferte bei der Oxydation mit einem drei 
Mol Sauerstoff entsprechenden Oxydationsmittel fast ausschliesslich 
das Ketolakton, wahrend sich bei langer andauernde Oxydation mit 
uberschiissiger Chromséure, insbesondere bei 40° unter Offnung 
des Laktonringes, der Hauptsache nach Tetraketosiure vom 
Schmelzpunkt 215° bildete. Aus diesen unerwarteten Ergebnissen 
scheint wohl hervorzugehen, dass wie es bei den iiblichen Laktonen 
der Fall ist, der Laktonring im Essigsiuremedium teilweise vedffnet 
wird, was beim Lakton vom Schmelzpunkt 208° gut nachweisbar 
war.” Sogar die Offnune des Laktonringes durch Chromsaure- 
Oxydation der den Laktonring schlessenden sekundaren Alkohol- 
gruppe wird beschleunigt. Der Umstand kénnte wohl dafiir 
sprechen, dass hier nicht ein y-Lakton sondern ein 06-Lakton 
vorliegt, was erst durch die neueren Untersuchungen von 8. Kane- 
mitu (1942) endgiiltig bewiesen wurde. 

Aus den elementaren Analysenwerten der vorliegenden beiden 
Laktone bzw. ihrer Derivate kénnten ihre Grundskelette fast zwei- 
fellos, wie es bei den meisten Gallensiuren der Fall ist, als ein 
Cyclopentanoperhydrophenauthrenkern dargestellt werden und 
ihre drei sekundaren Alkoholgruppen den typischen Platz am Cs, Cz 
und C1». des Laktonmolekiils nehmen, was aus dem positiven Ausfall 
der Hammarsten-Yamasaki-Reaktion wohl vermutet werden kann. 
So kénnte man die Konstitutionsformel ftir die zwei isomeren 
Laktone mit folgendem Bild annehmen, was in der nachherigen 
Mitteilung von T. Kanemitu (1942) ausfitihrlich berichtet werden 
soll. Fiir den strukturellen Unterschied zwischen den beiden 
Laktonen ist aber noch kein Anhaltspunkt zu finden. 


* Das gereinigte Lakton wurde aus Hisessig umkrystallisiert, worin es 
ziemlich schwer loslich ist. Aus der Mutterlauge des dabei auskrystallisierten 
Laktons konnte neben dem Lakton die Siure des Laktons (Fp 140) erhalten 


werden. 
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BESCHREIBUNG DER VERSUCHE. 
I. Trioxy-sterocholansaurelakton. 


Ungepaartes Trioxy-sterocholansdurelakton in der Galle. 

120g schleimfreie, zu Syrupkonsistenz getrocknete Galle 
wurden in 1 Liter Wasser gelost und unter Ansauerung mit 
verdiinnter Salzséure mit je 500 cem Chloroform 4 mal geschittelt ; 
der vereinigte Chloroformextrakt wurde mit je 500cem einer 
10%igen Bicarbonat- und Sodalésung hintereinander je 4 mal 
geschiittelt, wobei die schwarzlichen Farbstoffe fast vollstandig in 
Bicarbonatlésung iibergingen. Die Chloroformloésung wurde mit 
Wasser, schliesslich mit verdiinnter Salzsiure gewaschen, zu ca. 100 
ecm eingeengt und dann mit viel Petrolather vollstandig ausgefallt, 
wobei sich zunachst eine harzige, spater sandig werdende Masse 
abschied. Das abgesaugte gelbbraunliche Pulver betrug 16¢. Es 
wurde im Soxhletapparat mit Essigester extrahiert und die beim 
Einengen krystallisierte Trioxy-sterocholansdiurelakton-Fraktion 
(10,4¢) abgesaugt; das Filtrat wurde zur Darstellung eines 
isomeren Laktons aufbewahrt. 

Das Trioxy-lakton wurde wieder im Soxhletapparat mit 
Essigester extrahiert. Der Extrakt wurde eingeengt, wobei 4¢ 
fast remen Trioxy-laktons erhalten wurde, aus dessen Filtrat 
durch weiteres Hinengen noch 2,5¢ von fast reinem Lakton 
gewonnen wurden. Aus dem letzten, eingeengten Filtrat wurde 
ca. lg isomeres Lakton erhalten, das mit der isomeren Lakton- 
fraktion vereinigt wurde. Die Substanz wurde aus Aceton-Wasser 
mehrmals umkrystallisiert. Kurze, durchsichtige, an der Luft 
matt werdende Prismen. 

Spezifische .Drehung : 0,1762 g¢ Subst. in 10 cem abs. Alkohol, 


L=2dm, a=+1,10° [a]%’=+31,19° 
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3,600 mg Subst.: 9,535 mg COs, 3,255 mg H.O. 
CosH Os Ber Caz, 6GeE 100g 
Geta alee = 3 Ose 


Oxydation des Laktons. 

1. Tetraketosdaure (Fp 215°) aus dem Triketolakton. 60mg 
Ketolakton (Fp 306°) wurden in 0,6 cem Hisessig suspendiert, 
wozu 1 cem einer 10% igen Chromsaure-Hisessiglésung bei Zimmer- 
temperatur zugesetzt wurde. Nach einigen Stunden wurde das 
Oxydationsprodukt mit Wasser ausgefallt, welches sich dabei 
krystallinisch abschied. Die abgesaugten Krystalle wurden in 
Sodalosung aufgenommen und nach dem Filtrieren mit verdiinnter 
Salzsiure ausgefallt. Die dabei krystallinisch abgeschiedene Saure 
(Fp 200°) wurde aus verdiinntem Alkohol oder Aceton-Wasser 
umkrystallisiert. Prismatische Nadeln vom Schmpt. 213-215°. 
Keine Schmelzpunktdepression mit der aus dem Trioxy-lakton 
direkt erhaltenen Ketosdure. Liebermannsche Reaktion : orange-rot 
mit intensiver Fluoreszenz. 

4,185 mg Subst.: 10,835 mg COs, 3,175 mg H20, 


CosH 4006 Ber. © 71,14 H 8,53 
Gef =) 70,61 % 649. 


2. Tetraketosiure aus Trioxy-lakton. 0,3 g¢ Lakton wurde in 
3ccm Hisessig suspendiert und mit 3eem einer 10%igen Chrom- 
sdurelésung versetzt und nach 3 Stunden mit Wasser ausgefallt, 
wobei die Reaktionsmasse krystallinisch abgeschieden wurde. Aus- 
beute 0,2¢. Diese Masse wurde in verdiinnter Ammoniaklosung 
suspendiert und mit Chloroform geschiittelt. Aus der Chloroform- 
l6sung wurden nur 20mg Ketolakton gewonnen, wahrend aus der 
Ammoniaklésung 0,15 g der Tetraketosiure vony Schmelzpunkt 215° 
erhalten wurde. 


Trifomylester des Trioxylaktons. 

0,1 ¢ Lakton wurde in 3cem frisch destillierter Ameisensaure 
7 Stunden lang gekocht. Das Reaktionsprodukt wurde mit Wasser 
ausgefallt, wobei sich eine pulverige Masse abschied. Diese wurde 
einmal mit kaltem Methanol digeriert und dann mehrmals aus 
Methanol oder Methanol-Essigather umkrystallisiert. Prismen vom 
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Schmelzpunkt 229-231°. Der Ester ist in Methanol schwer, in 
Essigiither leicht léslich, was ein ganz umgekehrtes Léslichkeits- 
verhiltnis gegeniiber dem urspriinglichen Lakton darstellt. 


3,988 mg Subst.: 9,969 mg COs, 2,947 mg HeO. 
Cs1Hi6Os Ber. C 68,09 H 8,49 
Getien iy OSiLi sa rS.cte 


IT. Trioxy-isosterocholansaurelakton. 


Das vom Trioxy-sterocholansdurelakton abfiltrierte, emgeengte 
Essigatherfiltrat wurde mit Petrolather vollstandig ausgefallt und 
die abgesaugte, gut getrocknete, sandige Masse, die 2,8¢ betrug, 
im Soxhletapparat mit Essigather extrahiert- Der braunlich ge- 
farbte Extrakt wurde eingeengt, wobei die Lésung gallertig 
erstarrte. Durch mehrtigiges Stehen wurde diese Masse mit 
Krystallen durchsetzt und dann unter Zusatz von wenig KHssig- 
ather abgenutscht. Der Riickstand wurde wieder mit Essigather 
digeriert und abgesaugt. Ausbeute 1,1g. Die Krystalle schmolzen 
etwa bei 120-130° unter starkem Aufschéumen, was das leicht 
erkennbare Merkmal der Isolaktonfraktion darstellt. Aus dem 
anderen Filtrat des Trioxysterocholansdurelaktons wurde noch die 
Tsolaktonfraktion erhalten. Die gesamte Ausbeute betrug insgesamt 
ea. 3,3g. Der Krystall wurde mehrmals aus Essigather, ver- 
diimntem Methanol oder Alkohol umkrystallisiert. Er schmilzt 
unter starkem Aufschiumen bei 219-220°. Glanzende schmale, 
sechsseitige Tafeln. 

Seine alkoholische Lésung verbrauchte nicht das Alkali (Penol- 
phtalein) und zeigte bei Liebermannscher Reaktion einen Ahnlichen 
Farbenumschlag wie beim Trioxy-sterocholansiurelakton: rosa- 
braunlichrot. Legalsche Probe: negativ (in Pyridin). Bei der 
Hammarsten-Yamasakischen Reaktion zeigte er nicht eine charak- 
teristisch blaue, sondern eine schwach violette Farbe mit stark 
gruner Fluoreszenz und doch spektroskopisch mit einem deutlichen 
Band um die D-Linie. 

Spezifische Drehung: 0,0485 g Subst. in 10 cem abs. Alkohol, 


L=2dm, a=+0,60° [a]%°=+68,97° 
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2,960 mg Subst.: 7,550 mg CO:, 2,650 mg H:0. 
CosHisOs - H2O Bers gc 69,94 H 10,07 
Gef. ,, 69,56 ,, 10,02. 


Triformylester des Iso-laktons. 

1g Lakton wurde in 10 cem frisch destillierter Ameisensiure 
5 Stunden lang erhitzt. Die Reaktionsfliissigkeit wurde genau wie 
beim Trioxy-sterocholansdurelakton bearbeitet und der erhaltene 
Kster aus Alkohol-Essigaither mehrmals umkrystallisiert, Ausbeute 
0,6¢. Glanzende prismatische Nadeln vom Schmelzpunkt 262- 
267° (schwache Sinterung bei 250°). 


3,130 mg Subst.: 7,770 mg COs, 2,860 mg HO. 
Co1 HO Ber. © 68,09 H. 8,49 
Gelae uGil Ok we, iSsae. 


Der Kster ist in Essigither ziemlich leicht, in Alkohol schwer 
loslich; diese Ldoslichkeitsverhaltnisse sind die umgekehrten 
gegentiber dem freien Lakton. 


Tetraoxysdure aus Iso-lakton. 

0,1 g Lakton wurde in 8 ccm warmer n-Natronlauge gelést und 
nach Erkalten unter Ansiuerung mit Chloroform geschiittelt. Die 
in der Zwischenschicht abgeschiedenen Krystalle wurden abgesaugt. 
Tafeln vom Schmelzpunkt 205° (Aufschaumen). Ausbeute 45 mg. 
Der Schmelzpunkt der so erhaltenen Siure wurde durch weitere 
Umkrystallisation nicht mehr gesteigert. Sie ist sehr leicht léslich 
in Sodalésung und gegeniiber dem Lakton in Chloroform ziemlich 
schwerer loslich. Das bei 110° getrocknete Praparat zeigte 


folgende Analysenzahlen : 


4,667 mg Subst.: 11,910 mg COs, 4,280 mg H:O. 
CosHisOs Ber. C 69,94 H 10,07 
Gein 57 O9sG% py Ora. 


Methylester der Siéure. 0,1g der Saéure wurde in ublicher 
Weise mittelst itherischer Diazomethanlésung methyliert und aus 
verdiinntem Methanol mehrmals umkrystallisiert. Schmpt. 227— 
228° (Sinterung bei 217°). 
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Spezifische Drehung: 0,695 @ Subst.: in 10 cem abs. Alkohol, 
L=2dm, a=+0,49° [a]$°=+35,25°. 


4,801, 4,999 mg Subst.: 11,890, 12,380 mg, COs, 4,300, 4,470 mg H20. 

940,0 mg Subst.: bei 130° 6 Stunden getrocknet, Gewichtsverlust 3,9 mg. 

C20 Hs5006 > H2O Ber. OC 67,91 H 10,23 H:20 3,0u 
Getn on. O71 DOmmOl Dn Onmeee LO. QomdiO, 0s ee as line 


Triformylester aus dem Methylester.. : 

0,2 ¢ des Esters wurden in 3 cem frisch destillierter Ameisen- | 
sdure 4 Stunden lang erhitzt und wie vorher behandelt. Der so 
erhaltene Ester wurde aus Essigather umkrystallisiert. Schmpt. 
260-261°. Der Ester zeigte mit dem Triformylester des Iso-laktons 
keine Schmelzpunktdepression. 


3,370 mg Subst.: 8,360 mg COs, 2,490 mg H:20. 
CaHucOs - Ber ¢ 68,09 H 8,49 
CS oy HOPES: oy tee 


Umkehrung der Séure im Lakton. 

0,2¢ Saure wurden unter gelindem Erwarmen in wenig 
Natronlauge gelost, mit Wasser verditinnt; die noch warme Lésung 
wurde unter Ansiuerung mit verdiinnter Salzséure mit Chloroform 
geschiittelt. Der Chloroformauszug wurde mit 5%iger Sodalosung 
und mit Wasser hintereinander gewaschen und dann vom Lésungs- 
mittel vollstandig befreit. Die getrocknete, krystallinisch ab- 
geschiedene Masse (0,175 ¢@) schmolz bei 208° und wurde aus 
Essigather-Methanol oder Methanol-Wasser mehrmals umkrystalli- 
siert. Die Krystalle sintern bei 130° und schmelzen bei 216-218°. 
Keine Depression mit dem urspriinglichen Lakton. 

Spezifische Drehung: 0,0696 g Subst. in 10 eem abs. Alkohol, 

h=2:dm;, .a==-+0,92° . lei = 6a ate. 


Triketolakton. 0,2g Lakton in 2cem HBisessig wurde mit 
Chromsaure-Hssigsiure (0,2¢@ CrO3 in leem Wasser u. 1 ecem 
Hisessig) bei Zimmertemperatur oxydiert. Nach 2 Stunden wurde 
die Losung mit Wasser versetzt, wobei sich das gebildete Ketolakton 
sofort gallertig abschied. Die abgesaugte, getrocknete Masse 
(0,15 ¢) wurde aus Aceton-Petrolither, aus Alkohol-Wasser, aus 
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Kssigather oder Chloroform-Petrolither umgefallt, wobei sie nur 
als kérnige Masse erhalten wurde. Schmpt. 215-216°. Lieber- 
mannsche Reaktion: nur gelb. 


3,610 mg Subst.: 9,720 mg CO», 2,930 mg HO. 
C2sH4005 Ber. C 73,63 H 8,84 
Gef. ,,/78,438 — ;,.9508. 


Oxim des Ketolaktons. 50mg Ketolakton wurden mit je 50 mg 
Hydroxylaminhydrochlorid und Natriumacetat in 10 eem Alkohol 
2 Stunden lang gekocht und dann mit Wasser ausgefallt. Die 
abgeschiedene Fallung wurde in Alkohol gelést, mit Wasser gefallt 
und diese Behandlung mehrmals wiederholt. Amorphes Pulver. 


3,403 mg Subst.: 0,2396 cem N (15°, 764 mmHg). 
3,135 mg Subst.: 0,2254 com N (16°, 763 mmHg). 
CosHisOsNe Ber, N. 8,38 
Gelinas Solon cro: 


Tetraketosaure. 

1) Aus dem Iso-lakton. 0,8 g Lakton in 3 cem Hisessig wurde 
mit 3cem Chromsdurelésung (0,38 g CrO3) bei 40° oxydiert und 
nach anderthalb Stunden mit Wasser versetzt, wobei sich eine 
krystallinische Masse abschied. Die abgesaugte Masse wurde in 
Sodalosung aufgenommen und filtriert, wobei sich fast die ganze 
Substanz léste. Das Filtrat wurde mit verdtinnter Salzséure aus- 
gefallt. Die abgesaugte Masse (0,2@) wurde aus Aceton-Wasser 
oder Methanol-Wasser umkrystallisiert. Prismatische Nadeln vom 
Schmelzpunkt-187-188°. Liebermannsche Reaktion: gelb—orange. 


3,792 mg Subst.: 9,784 mg COs, 2,778 mg H30. 
C2sH1006 Ber. C 71,14 H 8,53 
Get. 5, 7 0i87 4, 8,20. 


Methylester der Stiure. Der mitelst atherischer Diazomethan- 
loésung hergestellte Ester wurde aus verdiinntem Methanol mehrmals 
umkrystallisiert. Schmpt. 167-168° (Sintern bei 160°). Hr zeigte 
keine Schmelzpunktdepression mit dem unten beschriebenen Keto- 
siiuremethylester (Schmelzpt. 168°), der aus dem Tetraoxysdure- 
methylester vom Schmelzpunkt 228° erhalten, wurde. 
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2) Aus Ketolakton. 0,11 g Ketolakton in lcem Hisessig 
wurde mit 0,5ceem einer 10%igen Chromsaurelosung bei 40° 
oxydiert. Nach 1 Stunde wurde die Lésung mit Wasser versetzt, 
wobei sich eine krystallinische Masse abschied. Die abgesaugte 
Masse wurde in Sodalésung gelost, filtriert und dann mit 
verdiinnter Salzsiure ausgefallt. Die abgesaugte Masse (0,08 g) 
wurde aus Methanol-Wasser mehrmals umkrystallisiert. Verfilzte, 
prismatische Nadeln vom Schmelzpunkt 187-188°. Liebermann- 
sche Reakiton: orange. Keine Schmelzpunktdepression mit der aus 
Iso-lakton gewonnenen Tetraketosaure. 

Oxydation des Tetraoxysduremethylester. 

0,22@ Ester (Fp 228°) des Trioxy-isosterocholanséurelaktons 
wurde in 4cem KHisessig mit gleicher Menge Chromsaure bei 
Zimmertemperatur oxydiert und nach einigen Stunden mit Wasser 
ausgefallt. Die abgesaugte Masse (0,12 ¢) wurde aus Methanol- 
Wasser mehrmals umkrystallisiert. Schmpt. 168-169° (Sinterung 
bei 160°). Glanzende, breite Tafeln. Liebermannsche Reaktion: 
stark gelb. 

2,065 mg Subst.: 5,380 mg COs, 1,620 mg H:0. 


C29 H4206 Ber. C 71,56 H 8,71 
Gets esse tO Stem Sars 


Oxim.des Ketomethylesters. 45mg Ester wurden in 5ccem 
Alkohol mit je 40mg Hydroxylaminhydrochlorid und Natrium- 
acetat 7 Stunden lang erhitzt. Das so erhaltene Oxim wurde 
aus Alkohol mehrmals mit Wasser gefallt. Amorphes Pulver, 
Schmelzpt. 160°. 


4,440 mg Subst.: 0,323 com N (18°, 766 mmHg). 
4,145 mg Subst.: 0,304 eem N (16,5°, 769 mmHg). 
CosHis05N3 Ber. N. 8,38 
Gef. 5, 8,605, 98.75. 
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INTRODUCTION. 


Pugh and Raper (1927) pointed out that tyrosinase, being 
allowed to act on phenol, catechol, p-cresol and m-cresol in the 
presence of aniline, produces anilino compounds of o0-quinones as 
oxidation products. They thus postulated the formation of ortho- 
quinones from these phenols by the action of tyrosinase. , The 
amount of oxygen, consumed in the enzymic oxidation of phenols, 
was, however, found by many investigators (Robinson and 
McCanee, 1925; Pugh and Raper, 1927; Kawasaki, 1938; 
Sasaki, 1940,a) to be one atom more per molecule of substrates 
than that of corresponding to the formation of o-quinones. This 
probably indicates that o-quinones are not the final products of 
enzymic oxidation of phenolic substances. 

Wagreich and Nelson (1936) found that the amount of 
oxygen required for the oxidation of catechol by tyrosinase is two 
atoms and that the subsequent addition of aniline is accompanied 
by the absorption of another atom of oxygen with the formation of 
anilino-quinone. On the basis of this finding, they suggested that, 
in the case of catechol oxidation by tyrosinase, 4-hydroxy-1,2- 
quinone is produced rather than o-benzoquinone as an intermediate 
product, and that hydroxyquinone thus formed then reacts with 
aniline to produce dianilino quinone. On the other hand, Jackson 
(1939) examined the action of tyrosinase on catechol as well as 
1,2,4-trihydroxybenzene and came to the conclusion that 4-hydroxy- 
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1,2-quinone can by no means be accepted as an intermediary 
produet of oxidation. 

In our laboratory Sasaki (1940,a; 1940b) investigated 
thoroughly the enzymic oxidation of catechol, p-cresol and homo- 
catechol, especially at a different pH of reaction mixtures as well 
as with the addition of varying amounts of aniline. She found 
that with catechol the amount of oxygen consumed is two atoms 
without aniline and in the presence of the latter three atoms, and 
that this relationship holds good over the range of pH 4.5 to 7.0. 
These results accord well with that reported by Wagreich and 
Nelson. Quite different results were, however, obtained with p- 
eresol and homocatechol. At pH 7.0-9.0 the oxidation of p-cresol 
and homoeatechol is accompanied by an absorption of 3 and 2 atoms 
of oxygen respectively, while at pH 4.0-5.0 the amount of oxygen 
consumed is always one atom less than at the alkaline reaction, i.e. 
in the case of p-cresol two atoms and in the case of homocatechol 
only one atom. Upon addition of aniline another atom of oxygen 
is taken up at the acid reaction and the total amounts of oxygen 
consumed correspond to three atoms in the case of p-cresol and two 
atoms in the case of homocatechol. On the contrary, the oxygen 
consumption is markedly depressed with aniline at pH 7.0-9.0. 
Consequently the addition of aniline is followed by the shift of 
optimum pH for the oxygen uptake from an alkaline to an acid side. 

The present paper is a continuation of Sasaki’s investigation 
and reports on the action of potatoe tyrosinase on trihydrie phenols, 
such as hydroxyquinol (1,2,4-trihydroxybenzene), phloroglucinol 
(1,8,5-trihydroxybenzene) and — pyrogallol _—(1,2,3-trihydroxy- 
benzene). Jackson (1939)-has already shown that the amount 
of oxygen required for the enzymic oxidation of hydroxyquinol is 
one atom, whereas in the presence of aniline two atoms of oxygen 
are absorbed. His experiment was however carried out at pH 5.9 
alone. Inasmuch as the oxygen uptake of the tyrosinase system 1s, 
as Sasaki pointed out, greately influenced both by the pH of the 
medium and by the amount of aniline added, the author examined 
the action of tyrosinase on the three trihydric phenols by changing 
the pH of the reaction mixture as well as in the presence of varying 
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amounts of aniline. 


EXPERIMENTAL Murrnuops. 


Enzyme: ‘Tyrosinase was prepared from potatoe according to 
the method described by Kawasaki (1938). Only the “alumina 
preparation” was employed throughout this work. 

Substances: Hydroxyquinol. p-quinone was first prepared 
from aniline by the method of Erdmann: M.P. 116°C. 1,2,4- 
trihydroxybenzene was then prepared from p-quinone obtained by 
the procedure described by Jackson (1939). The produet, re- 
erystallized from ether, melted at 140.5°C. 

Phloroglucinol and pyrogallol were Merck products. The 
former contained two molecules of crystallization water. 

Measurement of oxygen uptake: Oxygen uptake was deter- 
mined by the use of Warburg’s apparatus in exactly the same 
manner as reported by Sasaki (1940, b). 0.5 ec. of the tyrosinase 
solution, 3.0 ce. of phosphate buffer solution and 1.5 ee. of distilled 
water (or an aniline solution of a varying concentration) were 
introduced into the main compartment of the manometer vessel 
and 0.5 ce. of 5.0 per cent KOH solution into the central compart- 
ment, while 0.5 ce. of the M/300 substrate solution were placed 
in the side chamber. The vessel was then filled with oxygen and 
the apparatus was shaken in a thermostat at 25°C. After tem- 
perature equilibrium was reached, the substrate solution was added 
to the reaction fluid. The readings were then taken at intervals 
of 10 minutes. In order to determine the oxygen uptake due to 
the autoxidation of tribydrie phenols, alone or in the presence of 
aninine, experiments were also carried out using distilled water in 


place of tyrosinase solution. 


EXPERIMENTAL RESULTS. 
I, Experiments with hydroxyquinol. 


We examined at first the action of tyrosinase on hydroxyquinol 
by changing the pH of the reaction mixture from 4.0 to 10.0. The 


results are shown in Fig. 1. 


246 H. Saito: 


Fig, 1. 
The enzymic and autoxidation of hydroxyquinol at varying pH. 
Temp. =25°C, 
Oxygen uptake after 60 (curves az and be) and 
120 (eurves a, and b,) minutes. 
a. Enzymic oxidation of hydroxyquinol (curves a1 and az). 
0.5 ce. tyrosinase 
3.0 ce. M/10 phosphate buffer > +0.5 cc. M/300 hydroxyquinol 
1.5 ee. distilled water 
b. Autoxidation of hydroxyquinol (curves bi and be). 
0.5 ec. distilled water 7 
3.0 ce. M/10 phosphate buffer Wap ee. M/300 hydroxyquinol 
1.5 ec. distilled water 


60 


— Atoms of oxygen absorbed. 


— Oxygen uptake in emm. 


Curves in Fig. 1 represent the amounts of oxygen absorbed 
after 60 (dotted lines) and 120 minutes respectively. As the ab- 
sorption of 18.63 ¢mm. oxygen (0°C, 760 mmHg) corresponds to 
one atom of oxygen per molecule of substrate, one atom of oxygen 
is taken up at pH 5.0-7.0 after 120 minutes (ef. curve a,). At 
pH 8.0, however, slightly more than one atom of oxygen is con- 
sumed. Curves b; and be in the figure give the oxygen consump- 
‘tion caused by the autoxidation of the substrate. 

Experiments were then performed with the addition of an in- 
creasing amount of aniline. In Fig. 2 are recorded the curves 
showing the oxygen uptake after 120 minutes in the presence of 
varying amounts of aniline. 
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Kyo 2) 
Action of tyrosinase on hydroxyquinol in the presence of 
aniline at varying pH. Temp.=25°C, 
Oxygen uptake after 120 minutes. 
0.5 ee, tyrosinase 
3.0 ec. M/10 phosphate buffer 
1.5 ce. (aniline solution + distilled water) 
+0.5 ce. M/300 hydroxyquinol 


——— 


oO 
So 
| 
aes 
2 


— Atoms of oxygen absorbed. 


— Oxygen uptake in cmm. 


==> jolel, 


oH——0 0.5 ce. M/300 hydroxyquinol+0.5 ee. M/10 aniline+1.0 ce. distilled water 
©o—— 0.5 ce. M/300 hydroxyquinol+1.0 ce. M/50 aniline+0.5 ce. distilled water 
4—— 0.5 cc. M/300 hydroxyquinol+0.5 ce. M/50 aniline+1.0 ce. distilled water 
1X——4 0.5 ec. M/300 hydroxyquinol+1.5 ce. M/300 aniline 

o— e 0.5 ee. M/300 hydroxyquinol+0.5 ec. M/300 aniline+1.0 cc. distilled water 
O——0 0.5 ec. W/300 hydroxyquinol+1.5 ce. distilled water 


It will be seen from Fig. 2, that in the presence of an increas- 
ing amount of aniline the oxygen absorption at pH 5.0-6.0 gradual- 
ly rises and finally, on adding more than 6 mols per molecule of 
substrate, it reaches two atoms, while at pH 7.0-8.0 no marked 
change in the oxygen uptake is brought about by aniline. 

Jackson (1939) -oxidized hydroxyquinol by means of 
tyrosinase with the addition of aniline at pH 5.9 and obtained 5- 
anilino-4-hydroxy-1,2-quinone as an oxidation product. As the 
oxygen uptake of the tyrosinase system in the presence of aniline 
is markedly influenced by pH of reaction mixtures, an attempt 
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was made to compare the amounts of hydroxymonoanilinoquinone 
produced at pH 4.51, 5.59 and 7.06 respectively. 

2¢ hydroxyquinol and 4.5¢ aniline (3 mols per molecule of 
hydroxyquinol) were taken in a litre flask and dissolved in 50 ce. 
M/10 phosphate buffer (pH 4.51, 5.59 and 7.06) with the addition 
of 450 ce. distilled water. 40ce. tyrosinase solution were then 
added and the fluid was gently aerated with the air which was led 
through a wash-flask containing water and chloroform. A violet- 
black precipitate, which separated out in the solution, was filtered 
off after the lapse of 24, 48 and 72 hours respectively. The filtrate 
was then repeatedly extracted with ether, until no coloured sub- 
stance was left in the solution. On evaporating the etheral solu- 
tion a black resin remained. The coloured products thus obtained 
were dried in vacuo, weighed and its nitrogen contents were deter- 
mined. Table I shows the results obtained. 

It will be seen from Table I that all the precipitates show 
nitrogen contents, which nearly correspond to that of hydroxy- 
monoanilinoquinone. This fact indicates that no dianilino-o- 
quinone is produced in the oxidation products. The maximum 
quantity of monoanilino compound was formed in the ease of 
oxidation of pH 5.59. The precipitate obtained in this case was re- 
erystallized from acetone. The crystalline product thus obtained 


TABLE I, 


Oxidation products of hydroxyquinol (2g) by the action of tyrosinase 
in the presence of aniline (4.5 g). 


a. Oxidation at pH 4.51. 


Precipitate | Precipitate | Precipitate B41 
; : . 3 ; ; Ether 
| after after after T 
24 hours 48 hours 72 hours eo extracts 
aeration acration aeration |, the filtrate 
Weight (g) 0.044 0.135 0.425 0.604 | 1.475 
Nitrogen | 
content 5.38 SAT 6.03 5.85 
(Jo) | | 
ethaxtg Violet-black | Violet-black | Violet-black bis ree 
emarks maader nade: coud | | Black resin 


a ee Oe el ee 
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b. Oxidation at pH 5.59. 
Precipitate | Precipitate | Precipitate E 

after after after Total ‘ ice 
24 hours 48 hours 72 hours i eae of 
aeration aeration aeration the filtrate 

Weight (g) 0.740 0.390 0.110 1.240 2.200 

Nitrogen 
content 6.60 6.52 6.92 8.23 
(%) 


Violet-black 


powder 
Reerystalli- | ,,. : 
; Violet-black | Violet-black me ee 
Remarks Gerais powder powder Black resin 
M.P. above 
Pals 
N, 6.21% 
¢. Oxidation at pH 7.06. 
Precipitate | Precipitate | Precipitate 
after after after Total ic ae £ 
24 hours 48 hours 72 hours hi we ie a 
aeration aeration aeration Ses 
Weight (g) 0.002 0 0 0,002 3.14 
Nitrogen 
content 9.17 
(%o) 
Remarks Nolet black Black resin 


powder 


decomposed approximately above 213°C, and gave, N, 6.21% (ceal- 
culated for Cy2H9O03N, N, 6,53% ). 
4.51 the precipitate of anilino compound markedly deereased, while 
oxidation at pH 7.06 gave only a trace of it. 


HI, Experiments with pyrogallol. 


In the case of oxidation at pH 


In Fig. 3 is shown the enzymie and autoxidation of pyrogallol 


at varying pH. 


It was found by Pugh and Raper, (1927) that the oxidation 
of pyrogallol by tyrosinase is accompanied by the absorption of 


» 
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iBoweS 3 
The enzymic and autoxidation of pyrogallol at varying pH. 
Temp. = 25°C. 
Oxygen uptake after 60 (curves az and be) and 
120 (curves ai and bi) minutes. 
a. Enzymic oxydation of pyrogallol (curves ai and az). 
0.5 ec. tyrosinase 
3.0 ce. M/10 phosphate buffer \, 0.5 ce. M/300 pyrogallol 
1.5 ec. distilled water 
b. Autoxidation of pyrogallol (curves bi and be). 
0.5 ec. distilled water 
3.0 ec. M/10 phosphate buffer bros 5 ec. M/300 pyrogallol 
1.5 ec. distilled water 


3u 


— Oxygen uptake in emm. 


— Atoms of oxygen absorbed, 


1.5 atoms of oxygen. The absorption of three atoms of oxygen 
per two molecules of pyrogallol corresponds to the formation of 
purpurogallin. Fig. 3 shows us that this amount of oxygen is 
taken up at pH 6.0-7.0 after 60 minutes. As we shall see presently 
the amount of oxygen consumed remains constant at this stage 
for a certain length of time, with a subsequent slight increase on 
continued shaking (cf. the lowest curve in Fig. 6). At pH 4.5, 
however, one atom of oxygen is used up after 60 minutes and this 
amount also remains.constant for some time (ef. the lowest curve in 
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Fig. 5). Curves b; and by in Fig. 3 show the oxygen uptake due 
to autoxidation of pyrogallol at a different pH. 

The experiments were then carried out with the addition of 
increasing amounts of aniline. Fig. 4 shows the oxygen consump- 
tion after 60 minutes. 

IRiles, Ab 
Action of tyrosinase on pyrogallol in the presence of aniline 
at varying pH. Temp.=25°C. 
Oxygen uptake after 60 minutes. 


0.5 ee. tyrosinase 

3.0 ce. M/10 phosphate buffer 

1.5 ce, (aniline solution + distilled water) 
+0.5 ce. M/300 pyrogallol 


—> Oxygen uptake in emm. 
— Atoms of oxygen absorbed. 


==> jos 
O——o 0.5 ce. M/300 pyrogallol+1.0 ce. M/10 aniline+0.5 ce, distilled water 
&—A 0.5 ee. M/300 pyrogallol+0.5 ce. M/50 aniline+1.0 ce. distilled water 
-——+_0.5 ce. M/300 pyrogallol+1.5 ce. M/300 aniline 
e—e 0.5 ce. M/300 pyrogallol+0.5 ee. M/300 aniline+1.00 ce. distilled water 
o—o_ 0.5 ce. M/300 pyrogallol+1.5 cc. distilled water 


It is clear from Fig. 4, that at pH 4.5 the oxygen uptake 
gradually increases with the amount of aniline added and finally, 
in the presence of more than 6 mols aniline per molecule of 
pyrogallol, it reaches two atoms. At pH 6.0-7.0, however, scarcely 
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any increase in the oxygen uptake is noted upon addition of aniline. 
Figs. 5 and 6 illustrate the action of tyrosinase on pyrogallol in 
the presence of a different amount of aniline at pH 4.51 and 7.06 
respectively. 
Fig. 5. 
Action of tyrosinase on pyrogallol in the presence of aniline. 
pH=4.51. Temp:=25°C, 
0.5 ee. tyrosinase 


3.0 ec. M/10 phosphate buffer }aos ee. M/300 pyrogallol 
1.5 ce. (aniline solution + distilled water) 


1 
! 


— Oxygen uptake in emm, 


— Atoms of oxygen absorbed. 


aus 


1S 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110. 120 


— Time in minutes. 


o——O 0.5 ce, M/300 pyrogallol+1.0 ee. M/10 aniline+0.5 ce. distilled water 
a— 4 0.5 ce. M/300 pyrogallol+0.5 ce. M@/50 aniline+1.0 ce. distilled water 
XA—A 0.5 ce. M/300 pyrogallol+1.5 ec. M/300 aniline 

e——® 0.5 ce, M/300 pyrogallol+0.5 ce. M@/300 aniline+1.0 cc. distilled water 
o—— 0.5 ce, M/300 pyrogallol+1.5 ec. distilled water 


The oxidation product of pyrogallol in the presence of aniline 
was then examined in exactly the same manner as in the case of 
hydroxyquinol. The results are recorded in Table IT. 

A brownish yellow precipitate was produced, which contained 
7.03-7.57 per cent nitrogen. This indicates that aniline reacts with 
an oxidation product of pyrogallol to form an anilino compound. 
The yields of the substance did not vary much with the pH of a 
reaction mixture. The chemical nature of this product awaits 
further examination. 
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Fig. 6. 


Action of tyrosinase on pyrogallol in the presence of aniline. 
pH=7.06. Temp.=25°C. 


0.5 ec. tyrosinase 
3.0 ee. M/10 phosphate buffer 
1.5 ce. (aniline solution + distilled water) 


\ +0.5 ee. M/300 pyrogallol 


— Oxygen uptake in emm. 


— Atoms of oxygen absorbed, 


10 20 Se 50 60 70 80 : 100 =6110 
— Time in minutes. 


720, 


o——O 0.5 cc. 1/300 pyrogallol+1.0 ec. M/10 aniline+0.5 ce. distilled water 


—@——s 0.5 cc. M/300 pyrogallol+0.5 ec. M/50 aniline+1.0 ee. distilled water 
M———A 0.5 ce. M/300 pyrogallol+1.5 ec. M/300 aniline 

o—— 0.5 cc. M/300 pyrogallol+0.5 ec. M/300 aniline+1.0 ce. distilled water 
o_o 0.5 ee. M/300 pyrogallol+1.5 ee. distilled water 


TABLE II. 
Oxidation products of pyrogallol (2g) by the action of tryrosinase 
in the presence of aniline (4.5 g). 
a. Oxidation at pH 4.51. 


Precipitate | Precipitate | Precipitate Ether 
after after after Total te patie? 
24 hours 48 hours 72 hours ¥ ites eae 
aeration aeration aeration 
Weight (g) 0.352 0.104 0) 0.456 2.047 
Nitrogen Reta 
* content 7.20 7.57 Deo 
(%) 
Brownish Brownish ; 
Remarks yellow + yellow Brown resin 
powder powder 
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Oxidation at pH 5.59. 


Precipitate | Precipitate | Precipitate Ether 
after after after Total exirack of 
24 hours 48 hours 72 hours the Gierate 
aeration aeration aeration 
Weight (g) 0.552 0 0 0.552 1.468 
Nitrogen , 
content 7.08 2.68 
(%) 
Brownish : 
Remarks yellow | Brown resin 
powder 
¢e. Oxidation at pH 7.06. 
Precipitate | Precipitate | Precipitate Hither 
after after after Total PAE oF 
24 hours 48 hours 72 hours the Alimate 
aeration aeration aeration 
Weight (g) 0.559 0 0 0.559 1.141 
Nitrogen : 
content 7.06 2.57 
(%) 
Brownish . 
Remarks yellow Brown resin 
powder 


Il. Experiments with phloroglucinol. 


Fig. 7 shows the action of tyrosinase on phloroglucinol at 


different pH. 


Fig. 7 tells us that with phloroglucinol a considerably larger 
amount of oxygen is consumed than with other trihydric phenols. 
At pH 7.0 more than 4 atoms of oxygen are absorbed after 240 


minutes. 


Moreover, phloroglucinol undergoes no spontaneous 


oxidation even in a strongly alkaline reaction. Fig. 8 shows the 


effect of the addition of an increasing amount of aniline. 
{t will be seen from Fig. 8, that in the case of phloroglucinol 


the oxygen uptake is markedly depressed even with a minute 
amount of aniline. With three mols aniline per molecule of phloro- 
glucinol, the oxygen consumption is reduced to a definite extent 
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IN 1 
The enzymic and autoxidation of phloroglucinol at varying pH. 
Temps 25" C; 
Oxygen uptake after 60 (curve as), 120 (curve as) and 
240 (curve ai) minutes. 

a. Enzymic oxidation of phloroglucinol (curves ai, a» and as) 

0.5 cc. tyrosinase 

3.0 ce. M/10 phosphate buffer i + 0.5 ¢¢. M/300 phloroglucinol 

1.5 ce, distilled water J 
b. Autoxidation of phloroglucinol (curve bh) 

0.5 ce. distilled water 

3.0 ee. M/10 phosphate buffer }e 0.5 ce. M/300 phloroglucinol 

1.5 ce. distilled water 


B80 


70 
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and on increasing the amount of aniline no more depression takes 
place. At pH 5.0-6.0, where the oxygen uptake is very small, a 
certain increase is brought about by small amounts of aniline, while 
with a larger amount, however, a depression being noticeable. The 
isolation of oxidation product was attempted in the same way as 
in the case of hydroxyquinol and pyrogallol. Quite in accordance 
with the fact that aniline retards the oxidation of phloroglucinol, 
it was found that no such anilino compound was found as in the 
ease of other trihydric phenols. 
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Fig. 8. 
Action of tyrosinase on phloroglucino] in the presence of aniline 
at varying pH. Temp.=25°C. 


Oxygen uptake after 120 minutes. 
0.5 ce. tyrosinase 
3.0 ec. M/10 phosphate buffer \ 
1.5 ce. (aniline solution + distilled water) 
+0.5 ce. M/300 phloroglucinol 


a | Z | Ty ove 
+ AEN 
20 Ag 

vie. 


— Atoms of oxygen absorbed. 


— Oxygen uptake in emm. 


10 
—— ap 

O—— 0.5 ec. M/300 phloroglucinol+1.5 ce, distilled water 

o—— 0.5 ce. M/300 phloroglucinol+0.5 ce. M/1200 aniline+1.0 ce. distilled water 

———4 0.5 ec. W/300 phloroglucinol+0.5 ec. M/600 aniline+1.0 ce. distilled water 

4—— 0.5 cc. M/300 phloroglucinol4+0.5 ee. M/300 aniline+1.0 ec. distilled water . 

Oo——© 0.5 ce. M/300 phloroglucinol+0.5 ec. M/100 aniline+1.0 ee. distilled water 

o—O 0.5 ce. M/300 phloroglucinol+0.5 ce. M/50 aniline+1.0 ec. distilled water 
B—s 0.5 ec. M/300 phloroglucinol+1.0 ee. M/50 aniline+0.5 ec. distilled water 


DISCUSSION. 

According to Sasaki (1940,b) the enzymic oxidation of p- 
cresol and homoeatechol at pH 4.0-5.0 is accompanied by the ab- 
sorption of two and one atoms of oxygen respectively. These 
amounts of oxygen correspond to those just necessary for the forma- 
tion of o-quinones from these phenols. The addition of aniline to 
these tyrosinase systems brings about the absorption of another 
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atom of oxygen in the formation of anilino compounds of o- 
quinones. At pH 7.0-9.0, however, where the oxidation of p-cresol 
and homocatechol alone requires three and two atoms of oxygen 
respectively, i.e. one atom more of oxygen than that corresponding 
to the formation of o-quinones, aniline causes a marked depression 
of the oxygen uptake. The yield of anilino compounds at this 
pH was distinetly less than that at the acid reaction. Our experi- 
ments with hydsoxyquinol and pyrogallol show similarly, that at 
an acid reaction one atom of oxygen is consumed without aniline, 
thus corresponding to the formation of o-quinones from these 
trihydric phenols, and that the presence of aniline brings about the 
absorption of an additional atom of oxygen. At a neutral or an 
alkaline reaction, however, where slightly or fairly more than one 
atom of oxygen is consumed, no marked change in the oxygen 
uptake is brought about upon addition of aniline. The only 
product, which makes its appearance as an oxidation product of 
-hydroxyquino] was hydroxymonoanilinoquinone, and no formation 
of dianilino-o-quinone was observed. 

The results of these experiments performed by the use of 
different kinds of phenols led to the conclusion, that in the case 
of oxidation of phenols by the action of tyrosinase o-quinones ap- 
pear as intermediary products, and that o-quinones thus produced 
then react with aniline to form corresponding anilino compounds. 
It can by no means be admitted, as it has been suggested by 
Wagreich and Nelson (1936), that, in the case of enzymic oxida- 
tion of monohydrie as well as dihydric phenols, the o-quinones 
produced at first undergo further oxidation to hydroxy-o-quinones, 
and that the latters then react with aniline under the formation of 
anilino compounds. 


SUMMARY. 


The action of potatoe tyrosinase on hydroxyquinol, phloro- 
glucinol and pyrogallol was examined by changing the pH of the 
medium as well as in the presence of varying amounts of aniline. 

1. In the ease of enzymic oxidation of hydroxyquinol, one 
atom of oxygen is absorbed at pH 5.0-7.0, while shehtly more than 
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one atom is consumed at pH 8.0. In the presence of aniline the 
oxygen uptake increases to two atoms at an acid reaction, whereas 
no marked change in the oxygen uptake occurs at a neutral or 
an alkaline reaction. The maximum amount of hydroxyanilino-o- 
quinone is produced in the case of oxidation at pH 5.59. 

2. The enzymic oxidatoin of pyrogallol requires 1.5 atoms 
oxygen at pH 6.0-7.0 and only one atom at pH 4.5. These amounts 
of oxygen absorbed remain constant at these stages for a certain 
length of time. Upon addition of aniline the oxygen uptake is 
inereased to two atoms at an acid reaction, whereas no noticeable 
increase is brought about at a neutral reaction. 

3. In the case of oxidation of phloroglucinol, a fairly large 
amount of oxygen was consumed than in the case of other trihydric 
phenols. The presence of aniline markedly depresses the oxygen 
uptake. At pH 5.0-6.0, however, where the oxygen uptake is very 
small, a certain increase is noted with the addition of a minute 
amount of aniline. 

4. It was coneluded that hydroxy-o-quinones can not be 
accepted as intermediary products of the enzymic oxidation of 
monohydrie as well as,dihydric phenols. 

In conclusion the author wishes to express his sincere thanks 
to Prof. Dr. T. Uchino for his kind direction throughout this 
investigation. 


The expence of this research was defrayed by a grant from 
the Hattori Hokokai Foundation. 
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STUDIEN UBER POLYSACCHARIDE AUS 
PATHOGENEN PILZEN. 


III. Mitteilung. 
VON 


FUZIO FUKE. 
(Aus der Dermatologischen Abteilung (Prof. H. Yanagihara) 


und der Biochemischen Abteilung (Leiter Dr. K. Makino), 
Dairen Hospital, Siidmandschurei. ) 


(Eingegangen am 18. November 1941) 


In den frtiheren Mitteilungen habe ich schon nachgewiesen, 
dass die Polysaccharide aus Achorion gypseum, Trichophyton vio- 
laceum und Microsporon lanosum biologisch stark wirksam waren. 

Aber aus den Ergebnissen der chemischen und immunbio- 
logischen Untersuchungen hess sich kaum ein Unterschied zwischen 
den Polvsacchariden dieser drei Arten erkennen. 

In der vorliegenden Abhandlung habe ich das Polysaccharid 
aus Epidermophyton inguinale untersucht. Dieser Stamm wurde 
von der Dermatologischen Abteilung der Mandschurischen Medizi- 
nischen Hochschule zu Mukden egeschenkt. 


[SOLIERUNG DES POLYSACCHARIDS. 


Aus den tippig gewachsenen Kulturen von Epidermophyton 
ineuinale wurde das Polysaccharid in derselben Weise mit Alkohol 
und Hisessig ausgefallt und gereinigt, wie in den friiheren Mit- 
teilungen erwahnt. 

Das Polysaccharid war eine weissliche, amorphe und hygros- 
kopische Substanz. , 


JHEMISCHE ANALYSE DES POLYSACCHARIDS. 


Mit Jod-Jodkali-Lésung gibt das Polysaccharid eine rotbraune 
Firbung, aihnlich der Glykogen-Jodreaktion. Ubliche Protein- 
reaktion evie Biuret, Xanthoprotein und Millon fielen negativ aus. 
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a-Naphtholreaktion nach Molisch war positiv. Orzinreaktion nach 
Bial fiel nur nach lingerer Erhitzung schwach positiv aus. Es war 
durch Uronsaure erzeugt worden. : 

Naphthoresorzinreaktion nach Tollens-Neuberg, war positiy, 
der dabei entstehende Farbstoff war in Benzol mit rotvioletter 
Farbe léslich. Azetonreaktion nach Rosenthaler und Resorzin- 
reaktion nach Seliwanoff-Weehuizen fielen negativ aus. 

Reduzierender Zucker als Glukose betrug 60% (Hagedorn- 
Jensen). 

Bestimmung des Drehungsvermogens. 


0,1 g Subst. 10cem Wasser L=1dm 
a=+0,8° [a]Jp>=+80° 


Mikroelementaranalysen des Polysaccharids. 


2,905 mg Subst.; 3,900 mg COs 1,490 mg H:O 
xef. C=36,61% 


H= 5,74% 
10,580 mg Subst.; 0,059 ce N» (17°, 770 mm) 
N=0,66% 


HYDROLYSE DES POLYSACCHARIDS. 


2 ¢ des Trockenpulvers von Epidermophyton inguinale wurden 
mit 50cem 1n-Schwefelsaure unter Ruckflusskiihler auf dem 
Wasserbad 6 Stunden erhitzt. 

Nach dem Filtrieren wurde das Hydrolysat durch Baryt 
quantitativ von Schwefelsdure befreit und die filtrierte Losung zu 
Sirup eingeengt. Damit wurden folgende Reaktionen angestellt ; 
Jodreaktion, Resorzin-, Azeton-, und Orzinreaktion. Alle Reak- 
tionen fielen negativ aus. Jedoch a-Naphthol- und Naphthoresorzin- 
reaktion ergaben positive Reaktion und es reduzierte die Fehling- 
sche Losung in der Warme. 

Der Sirup wurde in 20 fache Menge Methylalkohol eingegossen 
und gut geschtttelt, der entstehende Niederschlag wurde dann 
abzentrifugiert, mit Ather gewaschen und getrocknet. 0,073 ¢ 
Bariumsalz der Uronsiure wurde erhalten. o 

Die Mutterlauge des Hydrolysats wurde stark konzentriert 
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und nach dem Verjagen des Methylalkohols in 10 cem Wasser 
gelost. Die Lésung wurde zum Sirup eingeengt und mit Alkohol 
extrahiert, nach dem Eindampfen der alkoholischen Losung wieder 
in 5cem Wasser gelést. Damit wurden nochmals foleende Reak- 
tionen ausgefiihrt : Naphthoresorzin- und Orzinreaktion. Die Reak- 
tionen fielen negativ aus. Dariiber wurden 0,2 ¢@ Phenylhydrazin- 
hydrochlorid und 0,3 g Natrium Azetat zugesetzt. Aus der Lisung 
schieden nach 24 Stunden im Hissehrank nur einige braune 
Krystalle aus, die nach Filtrieren und Trocken einen Schmelzpunkt 
von 191° und mit reinem Mannosephenylhydrazon einen Misch- 
schmelzpunkt von 193° aufwiesen. Das Filtrat erhielt nunmehr 
einen Zusatz von 0,2@ Phenylhydrazinhydrochlorid und Natrium 
Azetat und wurde zur Gewinnune des Osazons auf dem Wasserbad 
eine Stunde erwirmt. Aus der Losung sehied sich iiber Nacht eine 
miassige Menge Glukoseosazon ab. Nach zweimaligen Umkrystalli- 
sationen aus 60%igem Alkohol schmolz das Osazon bei 204,°5 und 
zeiete keine Depression des Schmelzpunktes bei der Mischprobe mit 
reinem Glukosephenylosazon. 

Die Uronséure wurde mit verdtnnter Schwefelsaure aus dem 
Bariumsalz in Freiheit gesetzt und nach dem Fuiltrieren konzen- 
triert. Es eab eine stark positive Naphthoresorzinreaktion. Der 
dabei entstehende Farbstoff war in Benzol mit rotvioletter Farbe 
loslich und zeigte ein Spektraladsorptionsband auf D (Natrium). 
Die konzentrierte Losung wurde mit 30 cem Salpetersaure (spez. 
Gew. 1,15) oxydiert, jedoch keine Schleimséure nachgewiesen. 
Aus den oben erwahnten Ereebnissen lasst sich vermuten, dass es 


Glucuronsiure sei. 


IMMUNBIOLOGISCHE VERSUCHE. 


Zwei Kaninchen erhielten Injektionen des Pilzzellpulvers von 
Epidermophyton inguinale. Das trockene Pilzzellpulver von Epider- 
mophytoh inguinale wurde mit 5cem physiologischer Kochsalz- 
lésune aufgeschwemmt und Kaninchen intraperitoneal eingespritzt. 
Diese EHinspritzungen wurden wahrend zwei Wochen dreimal 
wiederholt, und zwar war die Menge des Trockenpulvers erstmals 


0,3 @ zweitmals 0,6 @ und drittmals 1,2 g. 
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4-5 Wochen nach der ersten Hinspritzung wurde das Kanin- 
chenblut entnommen und das inaktivierte Serum in der Komple- 
mentbindungsprobe mit dem Polysacchariden untersucht. 

Das Ergebnis der Komplementbindungsprobe erwies sich als 
sehr interessant. 


Serum Antigen 1} 2} 4 | 8-| 26} 32 | 64 | #28 | 256 | Kontrolle 
Ep. Ht | Ht | | At | th | HH | He | ot it = 
Ep. =a ecco = - 
M.1. st Wes Ne te is be aoe = = 
Ep. 4h | Hh | He] HR] te] HE] + + - - 
M.1. | ae 
M.1. Hine {latte |) cate yl sets i) ane ate || sr = se = 
Ep. = Epidermophyton inguinale. M.].=Microsporon lanosum. 


1=1,000 2=2,000 4=4,000-----facher Verdiinnung des Antigens. 


Wie die oben gezeigte Abbildung beweist, ist ein typen- 
spezifisches Verhalten gegentiber den Polysacchariden von Miero- 
sporon lanosum und Epidermophyton inguinale deutlich. Das mit 
Epidermophyton inguinale vorbehandelte Kaninchenserum ergibt 
eine positive Komplementbindung mit dem homologen Polysaccharid 
bis zu 256,000 facher Verdiinnung, wahrend die Reaktion mit dem 
Polysaccharid von Microsporon lanosum nur in 4,000 facher Ver- 
dtunnung nachweisbar ist. 

Verfass. hat schon nachgewiesen, dass die Polysaccharide von 
Microsporon lanosum, Trichophyton violaceum und Achorion 
gypseum untereinander kein typenspezifisches Verhalten haben und 
in der immunbiologischen Klassifikation der pathogenen Pilze zu 
derselben Anordnung gehdren (Fuké). Daraus folet, dass nur 
Epidermophyton inguinale immunbiologisch zu einer besonderen 
Anordnung gehoren sollte. 


LITERATUR. 
Fuké: J. of Biochem., 34, 39 & 251. r 
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STUDIEN UBER POLYSACCHARIDE AUS 
PATHOGENEN PILZEN. 


IV. Mitteilung. 


Von 


FUZIO FUKE. 


(Aus der Dermatologischen Abteilung (Prof. H. Yanagihara) und 
der Biochemischen Abteilung (Leiter: Dr. K. Makino), 
Dairen Hospital Dairen, Siidmandschurei.) 


(Hingegangen am 18. November 1941) 


In den friiheren drei Mitteilungen wurde tiber die Polysae- 
charide aus pathogenen Pilzen Trichophyton violaceum, Achorion 
gypseum, Microsporon lanosum und Epidermophyton inguinale 
berichtet und zu folgenden Ergebnissen gekommen; jedes Poly- 
saecharid gibt spezifische Serum- und allergische Reaktion, d.h. es 
absorbiert die Ambozeptoren aus dem hochwertigen Immunserum, 
das durch das homologe Vollantigen erzeugt wird. Die Polysac- 
charide aus Trichophyton violaceum, Microsporon lanosum und 
Achorion gypseum geben beinahe gleiche Gruppenreaktion, 
wahrend das Polysaeccharid aus Epidermophyton inguinale ein 
typenspezifisches Verhalten gibt. 

Wenn auch in der botanischen Klassifikation die pathogenen 
Pilze (Hyphomyceten) bisher in mehrere Dutzend Arten eingeteilt 
werden, so sind die klinischen Symptome, die durch diese Erreger 
hervorgerufen werden, doch voneinander kaum abweichend. Es 
scheint mir daher, dass man die pathogenen Pilze immunbiologisch 
nur in einige Gruppen einteilen kann. 

In der vorliegenden Mitteilung soll zuerst die Isolierung des 
Polysaccharids aus Trichophyton interdigitale und dessen chemische 
und immunbiologische Untersuchung beschrieben werden. Dann 
werden an dieser Stelle die Polysaccharide der oben genannten 
fiinf pathogenen Pilze in Bezug auf ihre chemischen und immun- 
biologischen Higenschaften zueinander verglichen. Zum Schluss 
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soll noch die klinische Anwendung erwéhnt werden. 


ISOLIERUNG DES POLYSACCHARIDS. 


Der Stamm von Trichophyton interdigitale wurde von der 
dermatologischen Abteilung der kaiserliche Universitat zu Tokyo 
geschenkt. Aus den tippig gewachsenen Kulturen von Tricho- 
phyton interdigitale wurde das Polysaccharid nach der in den 
fritheren Mitteilungen erwahnten Methode isoliert. 

Das Polysaccharid stellte eine weisshiche, amorphe und hygros- 
kopische Substanz dar. We 


CHEMISCHE ANALYSE DES POLYSACCHARIDS. 


Mit Jod-Jodkali-Lisung gibt das Polysaccharid eine der 
Glykogen-Jodreaktion ahnliche rotbraune Farbung. Ubliche 
Hiweissreaktionen wie’ Biuret, Xanthoprotein und Millon fielen 
negativ aus. a-Naphtholreaktion nach Molisch war stark positiv, 
aber Orzinreaktion nach Bial und Naphthoresorzinreaktion nach 
Tollens-Neuberg fielen negativ aus. Azetonreaktion nach Rosen- 
thaler und Resorzinreaktion nach Seliwanoff-Weehuizen waren 
auch negativ. 

Reduzierender Zucker als Glukose betrug 86% (Hagedorn- 
Jansen). 

Bestimmung des Drehungsvermégen ; 


0,2 gr Subst. 10 cem Wasser L=1 dm 
a= +1,8° [a]np= +90° 
Mikroelementaranalyse des Polysaccharids 
2,950 mg Subst. COs 4,297 mg H.O 1,857 mg 
Gef; C=39,56%, H=7,04%, 


3,430 mg Subst. No=0,020 ce (18° 769 mm) 
N=0,69% 


HyprouysE DES PouysacCHARIDS. 
0,24 g Polysaccharid wurde mit 20 cem 1n Schwefelsiiure unter 
Ruckflusskiihler auf dem Wasserbad 5 Stunden erhitzt. Das 


Hydrolysat wurde dann durch Baryt quantitativ von Schwefelsdure 
befreit und die filtrierte Losung zu Sirup eingeengt. Damit wurden 
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folgende Reaktionen angestellt; Jodreaktion, Resorzin-, Azeton-, 
und Orzinreaktion nach Bial. Alle Reaktionen fielen negativ aus. 
Ks reduzierte die Fehlingsche Lisung in der Warme. Naphthore- 
sorzinreaktion nach Tollens-Neuberge war negativ. 

Der Sirup wurde in 20 fache Menge Methylalkohol eingegossen 
und gut geschtittelt, aber kein Niederschlag wurde erhalten. 

Die Mutterlauge des Hydrolysats wurde stark konzentriert und 
nach Verjagen des Methylalkohols in 10 cem Wasser gelost. Die 
Losung wurde zu Sirup eingeengt und mit Alkohol extrahiert, nach 
Eindampfen der alkoholischen Lésung wieder in 5ecem Wasser 
gelost. 

Dann wurden 0,38g Phenylhydrazinhydrochlorid und 0,5 ¢ 
Natrium azetat zugesetzt. Aus der Losung sehied nach 24 Stunden 
im Hisschrank eine massige Menge Krystalle aus. Nach zweimali- 
gem Umkrystallisieren aus 60%igem Alkohol zeigte der Krystall 
einen Sehmelzpunkt von 194° und mit dem reinen d-Mannose 
Phenylhydrazon einen Mischschmelzpunkt von 195°. 

Das Filtrat erhielt nunmehr einen Zusatz von 0,3 ¢@ Phenyl- 
hydrazinhydrochlorid und Natriumazetat und wurde zur Gewin- 
nung des Osazons auf dem Wasserbad erwarmt. 

Aus der Lésung schied sich tiber Nacht eine grosse Menge 
Glukoseosazon ab. Nach zweimaligem Umkrystallisieren aus 
60%igem Alkohol schmolz das Osazon bei 204° und zeigte keime 
Depression des Schmelzpunktes bei der Mischprobe mit reinem 


° 


Glukoseosazon. 

Die Mutterlauge wurde mit Benzaldehyd von Phenylhydrazin 
befreit und zu 10 cem konzentriert. Die Losung wurde mit 30 ecm 
Salpetersiure (spez. Gew. 1,15) oxydiert, jedoch wurde keine 


Schleimséure nachgewiesen. 


IMMUNBIOLOGISCHE VERSUCHE. 


Das trockene Pilzzellpulver von Trichophyton interdigitale 
wurde mit 5cem physiologischer Kochsalzlosung aufgeschwemmt 
und Kaninchen intraperitoneal eingespritzt. 

Diese Hinspritzungen wurden wihrend zwei Wochen dreimal 
wiederholt und zwar war die Menge des Trockenenpulvers erst- 
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mals 0,3 ¢, zweitenmals 0,6 g@ und drittenmals 0,9 g. 
4—5 Wochen nach der ersten Einspritzung wurde das Kanin- 
chenblut entnommen und das 5fach verdiinnte iaktivierte 
Serum in der Komplementbindungsprobe mit den Polysaechariden 
untersucht. 
Das Ergebnis der Komplementbindungsprobe war folgendes: 


TABELLE I. 
Serum | Antigen 1 | 2 | 4 |] 8 | 16 |’32 | 64 | 128} 2561512} Kontrolle 

Pa, aT Rel ae Totes] ape | eel el eesti A 

Mal M.1. mige| asim jemi (ei Weare |e I ee || eae | [fe Es 
Ep. He | te | ee bee | HR te Pee se ] — 2. 

Das At) Hb RE EP we PE PR KP He as 

ML MI. Ht | He] Hh | Hh He] tT EY] KH] KH] zs 
+. Ep Hw) | ep ae] eT +t] Hh] HY] — ] = 

He Hho} tt | ht —/—/;—-/f/—-j—-7f—-t= es 

Br-{ M1. Giimieae phctiry jk caar llc? SP |e yee |e = 
Ep. He fk He | RO) He] RY HE Hh] HRT HB] - 


T.i. = Trichophyton interdigitale. 
. M.1.=Microsporon lanosum. 
Ep. =Epidermophyton inguinale. 
1=1000, 2=2 000, 4=4000....facher Verdiinnung des Antigens, 


Wie aus Tabelle I ersichtlich ist, erwies sich das Polysaccharid 
aus Trichophyton interdigitale im serologischen Verhalten nicht 
typenspezifisch, sondern gruppenspezifisch. 

Das Polysaecharid von Trichophyton interdigitale reagiert 
nicht nur mit einem Serum, das durch Einspritzung mit den 
homologen Pilzzellen hergestellt wurde, sondern auch mit einem 
immunisierten Serum von Microsporon lanosum gleichwertig. 

Daraus folgt, dass in der immunbiologischen Klassifikation der 
pathogenen Pilze Trichophyton interdigitale und Microsporon 
lanosum zu derselben Anordnung gehdren miissen. 

Die Ergebnisse der Komplementbindungsprobe mit diesen fiinf 
Stimmlen wurden tabellarisch niedergeleet. 
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TABELLE IT. 


Serum Antigen iL 2 4 8 | 16 | 32 | 64 |128) 256 Kontrolle 
Teves + aie th pe 92. aol oat ee | a si 
T.y. { M.1. dt | ft] ep te te Hh Pe] RH] = 
| A.g. Hit | We | He ee Pe] eT He Pe YP RK a 
T.v. at | th | tbo] +] Ee] —] — |] — |] — _ 
A.g. it M.1. tHe | He | He] te | He He Te] +e] = 
mila, SAge. fit | th | te ] He] ee] He |] HP +] — 
c| Tv Hit} l} ae] et fala] —] - 
(SME: Ht | th | th | Hho} He} +o] cE] — | — 
Ml 3] Ag ae | th | te | ae] te te) ae] | KH = 
Ep. tH | He | tthe} tee] te] te] tH] HK] OK = 
\ Msn ‘tithe Patth hate) RE es este eel) = 
as tho) EP eS | Pe] ey _ 
Ep. { M.1 Citra |igeatico | ecde Neel emerson Veer etme) me = 
Ep. tH | th ] tt | He} th | HE OY HE OT Hh} HE -z 
AE ttt | He | He | Hh | HO] He | tt Tl +] CK = 
aie { M.1 SH ects othe (eH ect | te py ete, | = 
Ep. aint dicate | Gur |p ae sheaue ilaem all tue: |) aie |) — 


Die mit diesen Polysacchariden gepriifte allergische Hautreak- 
tion léste sich gleichmissig aus und zwischen denselben wurde kein 
typenspezifisches Verhalten nachgewiesen. 

Die Ergebnisse haben gezeigt, dass die vier gepriiften 
Hyphomyecetenmikrobine, mit Ausnahme von Epidermophyton 
inguinale, ein gemeinsames Antigen enthalten. Das steht in guter 
Ubereinstimmung mit der klinischen Erfahrung, dass die Infektion 
mit einem Stamm der Gruppen der Hyphomyceten, wenn sie zur 
Umstimmung fiihrt, die Haut in der Regel auch ftir die anderen 
Hyphomycetenarten umstimmt. Das gemeinsame Antigen ist ein 
Faktor, der auch zur Erklarung der Tatsache mit herangezogen 
werden kann, dass durch die verschiedenen Hyphomyceten klinisch 
identische oder fast identische Bilder hervorgerufen werden konnen, 

W. Jadassohn, F. Schaaf und W. Laetsch haben schon 
iiber die antigenanalytische Untersuchungen an Trichophytinen mit 
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Hilfe von der Schultz-Daleschen Versuchsanordnung mitgeteilt. 
Sie haben ihr Ergebnis in der folgenden Formel gezeigt. 


Achorion quineckeanum------------ e 

Trichophyton gypseum ----------- = 
Epidermophyton Kaufmann- Wolf --- | 
Achorion isehonleint==4-2-2e—== sos ao ee 


Wie aus Tabelle II ersichtlich, zeigte das Polysaccharid aus 
Epidermophyton inguinale ein typenspezifisches Verhalten. Daher 
moge das Ergebnis dieser Untersuchungen wie folgt formiert 
werden : 


Trichophyton violaceum ----- 

Microsporon lanosum.-------- 

Achorion gypsetim ----------- 

Trichophyton interdigitale--| | 
Epidermophyton inguinale------ | 

Nach der klinischen Erfahrung ist die Aufstellung einer 
systematischen Antigenformel der verschiedenen pathogenen Pilze 
nicht nur fiir wissenschaftliche Zwecke notwendig, sondern auch 
fiir die Kliniker wichtiger als die zur Zeit gebrauchliche botanische 
Hinteilung. 

Daher scheint die weitere Untersuchung der pathogenen Pilze 
in dieser Richtung unentbehrlich um gegeniiber der bisherigen 
botanischen Klassifikation ein besonderes Schema formulieren zu 
konnen. 


KLINISCHE ANWENDUNG DER PoLYSACCHARIDE. 


Die Polysaccharidldsung (1:1000) léste eine gattungs- 
spezifische Cutanreaktion beim an Trichophytia erkrankten 
Menschen aus. Daher kann das Polysaecharid fiir diagnostisehe 
Zwecke verwendet werden. 

Ferner wichtig ist die therapeutische Anwendung. Verfasser 
hat die Polysaccharide zur Behandlung von Kerion celsi, Sykosis 
parasitaria und Pompholyx verwendet. 
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Die Behandlung wird in folgender Weise durchgefiihrt. 0,1 
oder 0,2 cem der 0,2% igen Polysaccharidlésung wird am Oberarmen 
dem Patienten intrakutan injiziert. Der positive Ausfall der Reak- 
tion zeigte sich nach 24-48 Stunden in einer Ortlichen an der 
Applikationsstelle lokalisierten Entziindung. Im wesentlichen ent- 
sprechen die Reaktionserscheinungen durchaus denjenigen, die bei 
der Tuberkulose nach Tuberkulininjektionen beobachtet werden. 

Die Hinspritzungen werden jeden zweiten Tag solange wieder- 
holt, bis keine Reaktion mehr auftritt. 

Bei Kerion und Sykosis hat diese Behandlung einen ganz aus- 
gezeichneten Erfolg gezeigt. Bei Pompholyx wurde ein miassiger 
Erfolg erzielt. Vor allem bei den ekzematiésen nissenden oder 
chronischen rhagadischen Krankheitsbildern wurden die subjek- 
tiven Beschwerden auffallend erleichtert. 

Bei Herpes tonsurans eapilliti und Trichophytia superficialis 
wurde kein deutlicher Erfolg gesehen. 

Die Behandlung loste fast keine Nebenerscheinung aus. Nur 
in einem einzigen Falle wurde eine auffallende, interessante 
Nebenerscheinung beobachtet. Bei einem 48 jahrigen Mann, der 
mehrere Jahre hindurch an Fussmykosis litt, zeigten sich nach 
Injektion des Polysaecharids die Krankheitsbilder von Dermatitis 
herpetiformis Diihring. Die Komplementbindungsprobe mit dem 
Polysaccharid ergab sich als positiv und 17%ige Eosinophilie wurde 
am Blutbilde nachgewiesen. 

Abgesehen davon kann die Behandlung der Trichophytie mit 
Pilzpolysacchariden empfohlen werden. 


SCHLUSSFOLGERUNG. 


Aus der Gesamtheit der bisherigen Untersuchungen tiber die 
biochemischen und immunbiologischen Studien der pathogenen 
Pilze kénnen folgende Schlussfolgerungen gezogen werden. 

1. Die aus pathogenen Pilzen isolierten Polysaccharide 
stellten sich amorphe hygroskopische Substanzen dar. Ubliche 
Proteinreaktionen ergaben sich als negativ, wahrend die Kohlen- 
hydratreaktion nach Molisch positiv ausfallt. 

2. Die Elementaranalyse beweist das Vorhandensein von C, H 
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und O in Mengen, die der allgemeinen Polysaccharidformel ent- 
sprechen. Daneben werden geringe Mengen von Stickstoff nach- 
gewiesen. 

3. Erst nach Sdurehydrolyse zerfallen sie in ihren Bausteine, 
die eine starke Reduktionswirkung ausiiben. Als Hydrolysen- 
produkte der Polysaccharide werden d-Glukose, d-Mannose und 
Glukuronséure nachgewiesen. 

4. Die gereinigten Polysaccharide geben spezifische Seren 
(Komplementbindungsprobe) und allergische Reaktion. Es gliickte 
mir also zum erstenmal in den Tierversuchen der Trichophytia 
einen humoralen Antikérper in vitro einwandfrei nachzuweisen. 

5. Die Spezifitat der Reaktion ist nicht artspezifisch, sondern ° 
gattunesspezifisch. Aber das Polysaccharid aus Epidermophyton 
inguinale erwies sich als typenspezifisch. Daher scheint nur 
Epidermophyton inguinale immunbiologisch zu einer besonderen 
Anordnung zu gehoren. 

6. Die Behandlung der Trichophytia mit diesen Polysac! 
chariden haben einen guten Erfolg hervorgebracht und ist daher 
empfehlenswert. 


(Vorstehende Arbeit wurde mit Unterstiitzung von Prof. H. 
Yanagihara, Dr. K. Makino und I. Watanabe durchgefiihrt, 
woftir an dieser Stelle bestens gedankt sei.) 
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UBER DIE ANDERUNG DES GEHALTS AN 
VITAMIN A, B,, B, UND C IN GEMUSEN UND 
OBST WAHREND DER AUFBEWAHRUNG.” 


Von 


MASANOBU AJISAKA, ISAMU NUMATA, KEIZABURO DOHI vu. 


SASUKE OKUBO. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium des Kitasato-Instituts 2u Tokyo. 


Direktor: Dr. A. Fujita.) 


(Eingegangen am 20. November 1941) 


Wir haben die Anderung des Gehalts an Vitamin A, By, Be 
und C in Gemiisen und Obst wahrend der Aufbewahrung unter- 


sucht. 


Die Untersuchung geschah vom Anfang Januar bis Ende 


Marz dieses Jahres. In dieser Jahreszeit waren frische Gemiise 
und Obst schwer zu erhalten. Zur Untersuchung kamen folgende 


Arten: 


9. 


1) 


Blatter von ,,Hdrens6“ (Spinacia oleracea L.). 

Blatter von ,,Daikon“ (Raphanus sativus lL. var. acanthi- 
formis Makino). ; 

Blatter von ,,Kkomatuna“ (Brassica campestris L. var. 
Komatsuna Matsum. et Nakai). 

Griiner Teil der Blatter von ,,Negi* (Album fistulosum 
Ia). 

Weisser Teil der Blatter sowie Zwiebel von ,,Negi* (Allium 
fistulosum L.). 

Wurzel von ,,Ninzin“ (Daucus carota L.). 

Wurzel von ,,Daikon“ (Raphanus sativus L. var. aecanthi- 
formis Makino). 

Wurzel von ,,Gob6“ (Arctium Lappa L.). 

Knolle von ,,Zyagaimo“ (Solanum tuberosum L.). 


Die Ergebnisse dieser Untersuchung wurden von A. Fujita am 


28, Mirz 1942 auf der Biochemischen Abteilung des 11. Japanischen Medizini- 
schen Generalkongresses zu Tokyo mitgeteilt. 
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10. Fruehtfleisch von ,,Mikan“ (Citrus Aurantium L. Subsp. 
nobilis Makino). 

11. Fruchtfleisch des Apfels (Malus pumila Mill. var. 
duleissima Koidz.). 

Jedes Gemiise war von derselben Art und soll gleichzeitig auf 
demselben Acker geziichtet worden sein. Nach dem Ernten wurden 
sie zum Laboratorium gebracht. Die beiden Obstarten wurden 
nicht frisch vom Baum abgepfliickt, sondern sie waren ziemlich 
lange aufbewahrt worden. Wie lange sie bis zur Bestimmung auf- 
bewahrt worden waren, ist nicht bekannt. S&mtliche Gemtise und 
Obst wurden in Holzkisten eingelegt und im Laboratorium bei 
Zimmertemperatur aufbewahrt. Die Temperatur war meistens am 
Tage gegen 10°C, wahrend sie in der Nacht manchmal unter 0°C 
fiel. lm Marz stieg die Temperatur am Tage manchmal auf etwa 
20°C. Da die Vitamingehalte je nach dem Gewebeteile bedeutend 
verschieden sein kénnen, wurden moglichst gleiche Gewebsteile zu 
samtlichen Bestimmungen verwendet. Um _ die - individuellen 
Schwankungen der Vitamingehalte kennen zu lernen, wurden bei 
Versuchsbeginn von etwa 5 Proben der gleichen Gewebeteile 
derselben Art die einzelnen Vitamingehalte bestimmt. Danach 
wurden die Gehalte an je einer Probe wochentlich einmal bestimmt, 
bis nach 7 bis 10 Wochen, wobei manche Gewebe verdorben und faul 
wurden. Von den Vitaminen wurden hauptsachlich Vitamin A 
und zwar die einzelnen Provitamine A sowie B;, Be und © 
bestimmt. Die verwendeten Methoden sind die in diesem Laborato- 
rium ublichen, namlich die Bestimmung des a- und f-Karotins nach 
Fujita, Narita und Ajisaka (1940), die des Kryptoxanthins 
nach A jisaka (1942), die des Aneurins (als Gesamtaneurin) nach 
Fujita, Asari und Dohi (1941), die des Lactoflavins (als 
Gesamtflavin) nach Fujita und Okubo (1942) und die der 
Ascorbinsaure nach Fujita und Ebihara (1937). Die Pro- 
vitamine A wurden von Ajisaka, Aneurin wurde von Dohi, 
Lactoflavin wurde von Okubo und. Ascorbinsiure wurde von 
Numata bestimmt. Bei Geweben, die sehr wenig Provitamine A 
enthalten, wurde die Bestimmung derselben ausgelassen und hei 
den Geweben, an denen ausser a- und f-Carotine kaum oder eine 
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TABELLE I. 
Blatter von ,,Hérensd“, 
Von 26. Januar bis 16. Marz 1942 bestimmt. 
Vitamingehalte in mg% 
Wochen Wassergehalt CG 
aufbewahrt (%) Ss B Kr B B 
; red. | ges. 
84,9 0,28 | 6,48 —_— 0,084) 0,435 198 216 
84,6 0,69 | 7,60 | 0,06 | 0,084] 0,371 169 192 
0 85,2 0,14 | 2,07 | — | 0,081] 0,348 | 172 | 173 
86,0 Oj |) 2519 — 0,159) 0,442 163 186 
85,5 0,40 | 6,11 | 0,21 | 0,137) 0,470 179 218 
Mittel 85,2 0,83 | 4,90 | 0,14 | 0,109| 0,413 176 197 
1 85,4 0,32 | 5,06 | — | 0,144] 0,316 | 133 | 148 
2 84,0 O23 N One _— 0,181} 0,484 102 122 
BY) 81,4 OMAN eee: = 0,156| 0,539 36 40 
4 79,5 0,62 | 5,78 | — | 0,153] 0,458 1:6] 1,7 
62) — — — — 0,119} (1,230) 0 0 
Ge 67,2 1,01 | 8,60 — 0,155 | (1,300) 0 0 
» Bedeutend eingeschrumpft. Teilweise gelb verfiirbt. 
»”  Dunkelgriin verfirbt, erweicht und faul. 
TABELLE II. 
Blatter von ,,Daikon“, 
Von 8. Januar bis 12. Februar 1942 bestimmt. 
Vitamingehalte in mg% 
Wochen Wassergehalt C 
‘aufbewahrt (%) » B me B, Bo 
red. | ges. 
( 91,0 0,27 | 2,91 | 0,09 | 0,072) 0,278 154 176 
89,5 0,20 | 3,61 | 0,07 | 0,096) 0,303 146 166 
0 89,0 0,32 | 2,54 = 0,120 = 171 183 
89,5 0,19 | 2,94 — 0,119 — 150 166 
90,5 — = — Ome — 163 174 
Mittel 90,0 0,25 | 3,00 | 0,08 | 0,106; 0,291 151 alrie} 
1D 89,5 0,13 | 3,02 — 0,072] 0,278 126 141 
92) 90,0 0,19 | 2,94 | — | 0,014] 0,252 82 91 
3%) 89,5 0;25:| 2,41 — 0,088} 0,195 50 61 
40 90,2 0,33 | 3,41] — | 0,066] (0.686)| 0 0 
5°) 89,1 0,41 | 4,16 | — | 0,066) (0,458) 0) 0 


YD  Teilweise gelb verfarbt. 

» Aussere Teile geib verfirbt. 
®» Fast alle Teile gelb verfarbt. 
©  Teilweise faul. 

»  Simtlich erweicht. 
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TABELLE III. 
Blitter von ,,Komatuna™. 


Von 30. Januar bis 20. Mirz 1942 bestimmt. 


Vitamingehalte in mg% 
Wochen Wassergehalt CG 
aufbewahrt (%) _ 8 Kr B, Be 
red. | ges 
87,7 0545 | 3,78 || 0;l2 7 — 0,300 |. 130 | 150 
0 85,3 042) 4587 | On 1 —— 0,843 |. 188 A) 151 
85,4 0:34 4 *3,10) || — —_— 0,293 163 | 174 
86,7 0,39 | 3,52) — — 0,243 LOT |" 137 
Mittel 86,3 0,40 | Sd | OS | — 05295" |: 137 | 153 
1) 87,8 0,25 | 3,31 | — | 0,188) 0,320 75 91 
oe 84,7 0,35 | 3,41) — = 0,300 12 19 
33) 84,0 0,25 | 2,89 | — | 0,106] 0,400 15 15 
44) 80,2 0321 | -2,99 | =~ | 0131 10,476 1,6 35) 
7) 81,4 0,07 | 1,24] — | 0,127) (0,810) 0 0 


» Ziemlich gelb verfarbt. 


Fast simtlich gelb verfirbt. 
Vollkommen gelb verfarbt. 
Erweicht und faul. 

Stark stinkend. 


2) 


TABELLE IV. 
Griine Teile der Blatter von ,,Negi™.” 


Von 27. Januar bis 17. Marz 1942 bestimmt. 


Vitamingehalte in mg% 
Wochen Wassergehalt 
aufbewahrt (J) B, B y 
red ges 
89,3 0,036 0,110 52,7 59,2 
89,2 0,035 0,105 56,7 57,0 
0 89,0 0,032 0,975 49,5 61,0 
89,0 0,020 0,066 | . 40,5 52,2 
* 90,9 0,020 0,092 212 SRS) 
Mittel 89,3 0,029 0,090 44,1 50,4 
i 87,0 0,066 0,090 27,2 30,4 
2 88,4 0,052 0,056 21,2 28,7 
3 86,0 0,037 0,047 17,5 25,0 
4 87,5 0,026 0,095 26,0 26,1 


> Die dusseren abgestorbenen Teile wurden vor der Bestimmung beseitigt. 
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TABELLE V. 
Weisse Teile der Blitter sowie Zwiebel von Negi’. 
Von 27. Januar bis 17. Mirz 1942 bestimmt. 
Vitamingehalte in mg% 
Wochen Wassergehalt CG 
aufbewahrt (%) B, B, 
red ges. 
89,3 0,072 0,036 20,7 21,8 
89,1 0,063 0,034 20,3 23,5 
0) 89,1 0,048 0,032 oo 30,4 
89,3 0,025 0,019 17,0 17,4 
90,5 0,030 0,032 15,5 16,6 
Mittel 89,5 0,048 0,030 19,3 21,9 
1 87,4 0,13 0,050 26,8 28,7 
2 87,9 0,193 0,057 20,3 25,2 
3) 89,0 0,066 0,024 75 17,4 
4 88,0 0,03 0,033 14.7 17,4 
72) 88,1 0,046 » 0,08 fh 8,7 
® Die Oberfiiche war etwas vertrocknet. 
» Die getrockneten Stellen haben zugenommen. 
TABELLE VI. 
Wurzeln von ,,Ninzin“” (einschliesslich Schale). 
Von 12. Januar bis 16. Februar 1942 bestimmt. 
Vitamingehalte in mg% 
Wasser- 
(%) a g OY ixGe | 0B, Be 
red. | ges 
OB | Oeil | gk | == 0,09 | 0,029] 0,038} 9,8 | 10,4 
92,1 | 2,18 | 5,11 | 0,14 | 0,04 | 0,063} 0,056} 9,8 | 10,4 
0 935) || 45965) 8326, | — — | 0,029} 0,047) 4,5 ee, 
OED |i BYP). |e dats) |) = — | 0,027] 0,028} 6,9 7,0 
90,0} — _ == — | 0,038] 0,025) 3,7 8,7 
Mittel 92,5 | 3,27 | 6,60 | 0,14 | 0,07 | 0,037] 0,989) 7,0 8,3 
OTD A A954 0,23. 1 — | 0,078] 0,038} 9,8 | 10,4 
a} ON |\eeseoo |) 5,09) | — | 0,049] 0,037) 8,1 8,7 
3 COIs | Pe oon Cuil — | 0,043] 0,029] 6,5 7,0 
4 89,9 | 1,13 | 4,41 as = 0,103) 0,074) 4,1 5,2 
5 COOL OY) eset Se IES Fiesta yl! vee — | 0,066] 0,937} 5,7 6,1 
6 OOM Reet lil Olas — | 0,077] 0,055| 7,8 7,8 
9?) SSel Wee 2.)| 7,408) — | 0,116) 0,058] 4,9 7,8 


D  Etwa 50 cm lang und 3 em breit. 


» Nach 9 Wochen war das Aussehen fast unveriindert. 


Wiirzelchen getrieben. 


Hatte kleine 
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TABELLE VII. 
Wurzel von ,,Daikon“ (einschliesslich Schale). 


Von 8. Januar bis 19. Marz 1942 bestimmt. ~ 
| Vitamingehalte in mg% 
Wochen Wassergehalt re 
aufbewahrt (Jo) | ee Be 

| red ges 
; 95,1 0,023 0,024 14,2 17,4 
| 95,3 0,020 0,021 15,5 17,4 
0 95,0 | 0,024 0,029 fer) 19,2 
94,2 | 0,027 0,020 ores 23,5 
95,4 0,024 0,024 13,0 16,5 
Mittel 95,0 | 0,02 0,024 16,3 18,8 
1 94,5 | 0,031 0,023 21,1 26,0 
2 94,2 * | 0,018 0,017 alert 18,3 
aa 94,0 0,051 0,021 alyeal 22,6 
ENT - 94,8 [ree his 0,015 11,4 12,2 
5)) 93,8 | 0,012 0,013 9,8 4 Has 
On 91,5 0,013 0,018 14,6 “17,4 
ui we LOS 0,025 0,024 7,7 10,4 
10?) 84,0 0,025 0,033 14,8 16,5 


» An der Oberflache traten einige erweichte, schwarz verfarbte Teile auf. 


Hatte kleine Knospen angesetzt. 
» Fleischteil war weniger wasserhaltig geworden. 
TABELLE VIII. 
Wurzel von ,,Gob6"“ (einschliesslich Schale). 
Von 21. Januar bis 20. Mirz 1942 bestimmt. 


> 


Vitamingehalte in mg% 
Wochen Wassergehalt C 
aufl rt 
1ufbewahrt (%) B B 
red ges 
84,0 0,012 0,042 0,4 0,9 
0 83,8 0,050 0,045 0,4 mez 
85,4 0,057 0,054 0,4 14 
85,2 : 0,021 0,047 L 0,4 1,7 
Mittel 84,6 0,035 0,047 0,4 Tet) 
il 85,1 0,053 0,078 0,4 0,7 
2 85,2 0,013 0,050 |r 0,4 3 AY 
os 85,1 0,025 0,064 0,4 0,9 
4 81,0 0,049 0,125 0 0,4 
oD) 80,8 0,032 0,054 0 0,4 
8?) 78,9 0,051 (0,160) 0 0 


» -Etwas getrocknet. 


Etwas erweicht, Héhlenbildung. 
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TABELLE IX. 


Knolle von ,,Zyagaimo™ (einschliesslich Schale). 
Von 9. Januar bis 20. Marz 1942 besimmt. 


Vitamingehalte in mg% 
Wochen Wassergehalt C 
aufbewahrt (%) B, B. ee 
red ges 
83,7 0,059 0,036 10,5 10,4 
J 84,4 0,078 0,036 10,2 10,4 
0 82,5 0,081 0,035 10,2 10,4 
[ 83,2 0,081 0,038 10,2 10,4 
82, 0,066 0,033 10,2 12,2 
Mittel 83,5 0,073 0,036 10,2 10,8 
1 83,0 0,078 0,036 10,2 10,4 
2 83,2 0,080 0,036 10,2 10,4 
3) 80,2 0,085 0,049 8,1 1252 
4+ 81,1 0,103 0,040 ieee 10,4 
5 SueL 0,101 0,032 2,4 9,6 
6?) 80,3 0,089 0,029 8,1 9,6 
7 80,3 0,094 0,034 655 8,7 
103) 80,2 0,103 0,033 4,9 7,8 


» Im Querschnitt war ein schwarzgrauer Ring entstanden. 


Im Querschnitt sind ausser einem schwarzgrauen Ring mehrere dunkle 
Flecke hervorgetreten. 
» Keine Trocknung wurde bemerkt. 


2) 


unbedeutende Menge sonstige Provitamine A zu finden sind, wurde 
die Bestimmung der letzteren ausgelassen. Die Ergebnisse der 
Bestimmungen befinden sich in Tabelle I bis XI, wobei die fol- 
genden abgekiirzten Buchstaben zur Verwendung kamen: 

a: a-Karotin. 6: 6-Karotin. y: y-Karotin. Kr: Kryptoxanthin. 

B,: Aneurin. Be: Lactoflavin. C: Ascorbinsiure. red.: Redu- 
‘zierte Form der Ascorbinsiure. ges.: Gesamtascorbinsaure. 

Aus den Tabellen sind die folgenden Schlussfolgerungen zu 
ziehen. 

1. Die Vitamingehalte kénnen individuell sehr weitgehend 
variieren. 

2. Von den bestimmten Vitaminen ist Ascorbinséaure am 
unbestiindigsten. Die Ascorbinséiure in griinen Blattern nimmt 
nach 3 Wochen Aufbewahrung bedeutend ab, um etwa nach 4 bis 
7 Wochen weitgehend oder fast vollkommen zu _ verschwinden, 
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TABELLE X. 
Fruchtfleisch von ,,Mikan™. 
(ausschliesslich Exo-, Meso- und Endocarp sowie Samen). 


Von 28. Januar bis 18. Marz 1942 bestimmt. 


Vitamingehalte in mg% 
Wochen Wassergehalt C 
aufbewakrt (%) é Bs Kr B, B, 
red. | ges 

93,5 0,01 | 0,18 | 1,83 | 0,066) 0,033 24,4 | 31,3 

93,4 | 0,01 | 0,27 | 1,68 | 0,043] 0,050 VASaliolss 

0 93,4 0,01 | 0,12 | 1,43 | 0,059] 0,025 | 41,8 | 43,5 
92,3 0,01 | 0,19 | 1,88 | 0,047} 0,033 34,9 | 46,1 

Mittel 93,2 0,01 | 0,19 | 1,71 | 0,054} 0,035 31,5 |) SO5ul 

ies: 91,5 0,01 | 0,14 | 1,33 | 0,063} 0,016 24,4 | 28,7 

92) 93,3 0,02 | 0,19 | 1,53 | 0,066] 0,033 33,7 | 40,0 

33) 93,8 O01) TOF | ALS WO30St |. 505032 13,8°)) 1359 

4 91,4 *| 0,02 | 0,19 | 1,94 | 0,084} 0,014 13,4 | 23,5 

7) 90,3 GOL Oso 1673) OOS 0 19,3 | 20;8 


» Es entstanden etwas erweichte Stellen. 


Teilweise faul und schimmelig. Zur Bestimmung wurden die intakten 
Stellen verwendet. F 

» Faule Stellen haben zugenommen. 
Meistens verdorben. Zur Bestimmung wurden médglichst die intakten 
Stellen verwendet. 


2) 


4) 


wobei die Blatter erweichten und faul wurden. Solange die 
Blatter griin blieben, hatte der Ascorbinséuregehalt kaum ab- 
genoinmen. Die Ascorbinsaéure in Wurzeln, Rhizomen und Obst 
ist ziemlich bestandig. Selbst nach 7 bis 10 Wochen Aufbewahrung 
blieb die hauptsichliche Ascorbinsaure erhalten. 

3. Die Provitamine A, Aneurin und Lactoflavin blieben bei 
allen untersuchten Geweben nach 5 bis 10 Wochen Aufbewahrung 
praktisch unverandert. Lactoflavin hatte sogar nach Faulnis und 
Schimmelpilzbildung manchmal deutlich zugenommen.!’ Ob diese 
scheinbare Fluoreszenzzunahme wirklich auf der Vermehrung des 
Lactoflavins beruht, muss noch durch weitere Untersuchungen 
erforscht werden. Da es uns aber bekannt ist, dass -manche 
Schimmelpilze waihrend des Wachstums unter bestimmten Beding- 


1) In den Tabellen sind solche Falle mit Klammern bezeichnet. 
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TABELLE XI. 
Fruchtfleisch des Apfels (einschliesslich Schale). 


Von 20. Januar bis 17. Marz 1942 bestimmt. 


Vitamingehalte in mg% 
Wochen Wassergehalt C a 
aufbewahrt (%) B, Be 
red. ges 
90,4 0,015 0,017 5,6 7,8 
90,7 0,014 0,010 4,9 7,0 
0 91,0 0,012 0,014 6,1 7,0 
92,5 0,011 0,013 1,6 2.6 
90,0 0,015 0,017 6,7 7,0 
Mittel 90,8 0,013 0,014 5,0 6,3 
il 90,1 0,013 0,011 6,5 7,8 
2 90,8 0,013 0,013 2,4 6,9 
3 91,1 0,013 0,011 2,4 4,4 
4l) 89,2 0,007 0,004 0 4,4 
5)) 89,4 0,009 0,011 2,4 Bas 
8?) S52 0,016 0 6,1 8,7 


1) 


Teilweise sind grauweisse Flecke an der Oberflache entstanden. 


» Die Frucht war etwas eingeschrumpft. 


ungen sehr betrachtliche Mengen Lactoflavin bilden konnen, 
nehmen wir vorléufig an, dass sich das Lactoflavin nach Auf- 
bewahrung wirklich vermehren kann. 


> 


Diese Arbeit wurde auf Veranlassung und unter Leitung von 
Herrn Dr. Akiji Fujita ausgefiihrt, dem wir an dieser Stelle 
bestens danken. 
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BEITRAG ZUR KENNTNIS DER TAKADIASTASE. 


Von 


KAZUO TOKUNAGA. 


(Aus dem Med.-Chem. Institut der Kaiserl. Kyusyu-U niversitit 
zu Hukuoka, Japan. Direktor: Prof. Dr. RK. ie a.) 


(Eingegangen am 20. November 1941) 


Uber die chemische Natur der Amylase gehen bisher die 
Meinungen der verschiedenen Autoren noch auseinander; einige 
behaupten, dass dieses Enzym ein Protein, andere dagegen, dass 
Amylase kein Protein sei. 

Neuerdings berichteten Akabori und Okahara (1936), dass 
die chemische Natur der Takaamvlase kein Protein oder Polypeptid 
ist. Im Gegensatz dazu hat Ninomiya (1940) die Beziehungen 
zwischen der Aktivitét des Ptyalins und den physicochemischen 
Higenschaften studiert und bestitigt, dass die Speichelamylase eine 
Globulinnatur besitzt. 

Verf. hat also die chemischen HKigenschaften der Takadiastase 
untersucht und kommt zu dem Schluss, dass die Takadiastase ein 
Protein sei. 


I. User pig IMMUNISIERUNG MIT TAKADIASTASE. 


Bei parenteraler Einfiihrung eines Enzymes in den tierischen 
Organismus kann die Bildung eines Antienzymes_ beobachtet 
werden. Die Untersuchungen von Askoli und Bonfanti (1904) 
bewiesen, dass das Blutserum der Kaninchen, welche mit Pan- 
kreatineinspritzungen behandelt wurden, die diastatische Wirkung 
des Pankreatins auf Starkesuspension hemmen kann. L. Preti 
(1907) berichtete iiber denselben Versuch, welcher fiir Park- 
Dansches Pankreatin, Takadiastase, Merk’sche Ptyalin und Maltin 
ihnliche Resultate lieferte. Liiers und Albrecht (1926) er- 
kannten, dass das Blutserum der Kaninchen, welche mit gereinigten 
Amylasen aus Griinmalz behandelt wurden, Antiamylasewirkung 
hat. Ninomiya (1940) injizierte die gereinigte Speichelamylase 
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in die Ohrvenen der Kaninchen und erkannte die Erzeugung der 
Antiamylase. 

Verf. hat untersucht, ob die Takadiastase Antigeneigenschaften 
besitzt, und ob der gebildete Antikérper die amylolytische Wirkung 
der Takadiastase,zu stéren vermag. Mit gereinigter Takadiastase 
immunisiertes Kaninchenserum zeigt erhebliche Praezipitation 
gegen die betreffende Amylase und stért deutlich die Amylase- 
wirkung. Das Serum von Kaninechen, die mit gekochter Taka- 
diastase immunisiert worden waren, zeigt massige Prazipitation 
gegen die Amylase, die nicht gekocht wird, aber dasselbe kann die 
Amylasewirkung nicht stéren. Die Antifermente befinden sich 
in der Globulinfraktion des Serums. Die Niederschlage, die aus 
dem Gemisch von Takadiastase und den Antikorpern entstanden 
sind, besitzen auch nach Spiilune mit Wasser die Starkeverzucke- 


runeskraft. . 


BESCHREIBUNG DER VERSUCHE. 
1. Reinigung der Takadiastase. 

)0¢ Takadiastase des Handels wurden in 200 cem ‘Wasser 
gelost, mit 233 cem Methanol versetzt und der von dem ab- 
geschiedenen Niedersehlag abzentrifugierten Losung wiederum 367 
ecm Methanol zugefiigt. Der hierbei gewonnene zweite Nieder- 
schlag wurde abzentrifugiert und in Vakuum getrocknet. 1¢@ des 
getrockneten Pulvers wurde in wenig Wasser gelést, grosse Menge 
der gesattigten Ammoniumsulfatlésung zugefiigt und durch einen 
Papierfilter filtriert. Der gewonnene Bodensatz in wenig Wasser 
gelost, mittels einer Kollodiumhiilse dialysiert und die Innenlésung 
im Vakuum getrocknet. Das getrocknete Pulver wird fiir die 
Versuche verwendet. : 


2. Prazipitation des immunisierten Kaninchenserums. 


Als Versuchstiere dienten kraftige, ausgewachsene Kaninchen, 
deren Gewicht zwischen 2,5 bis 3,0 ke. betrug. Die 2%ige Taka- 
diastaselésung wurde mit 3 tigigen Intervallen 5 mal, im ganzen 
8,5 ccm, subkutan am Riicken injiziert. Am 10. bis 15. Tage nach 


Beitrag zur Kenntnis der Takadiastase. 283 


der letzten Injektion wurde das Blut der immunisierten Kaninchen 
durch Herzpunktion entnommen und das Serum abgetrennt. Die 
Prazipitation wurde mit Schichtprobe bei Zimmertemperatur unter- 
sucht. Als Reaktionsantigen wurde eine bestimmte Verdiinnungs- 
reihe der 0,01%igen Takadiastaselésung verwendet. Die Resultate 
finden sich in Tabelle I. 


TABELLE I. 


Ie INH. } . ‘ © Vs ace €i ; ; 
Prazipitation der Takadiastase durch Serum yon Kaninchen, die 
mit Takadiastase immunisiert worden waren. 


Verdiinnungsgrad der 0,01%igen Takadiastaselésung 


INRIA || 
Kaninchen | 
ninchen 1 5) 4 8 16 32 64 128 
1 ait at + tt it tHe a nT 
< 2 Hb. Ht +t Ht ut ae is th 
a, 2 4 He ik it + - - — 
RE 
aa ath atts th ot a = = a 
os ~ 
a5 16 th + cf = = ity 2 = 
=e 
Ba 324 4 = a - cs F3 - = 
5, 64 + = aa 7 rt aa e S 
128 - = = = - x - “4 


3. Wirkung des immunisierten Kaninchenserums 
‘auf die Takadiastase. 


0,01%ige Takadiastaselosung wurde mit der gleichen Menge 
des Kaninchenserums vermischt und 2 Stunden bei Zimmer- 
temperatur gehalten und abzentrifugiert. Der von dem Bodensatz 
dekantierte klare Teil 2 ccm wurde auf 1% l6sliche Starkelésung 
bei 37°C gebracht. Nach 1 Stunde wurde diese gemischte Lésung 
nach Hagedorn’scher Methode enteiweisst und die gebildete Maltose 
wurde nach der Methode von Willstitter, Waldschmidt-Leitz und 
Hasse (1923) bestimmt. 

Beim Kontrollversuch wurde das gleiche Verfahren mit nicht 
immunisiertem Kaninchenserum angestellt. Die Resultate finden 


sich in Tabelle II. 
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TABELLE II. 


Wirkung des mit Takadiastase immunisierten Kaninchenserums 
auf die Takadiastase. 


Gebildete Maltose (mg) 
Werdunsninge (Nr. 70 Kaninchen)| (Nr. 71 Kaninchen)} (Nr. 94 Kaninchen ) 
pee ee Immunserum Immunserum Kontrastserum 
+ + + 
Takadiastase Takadiastase Takadiastase 
1 11,93 10,08 61,84 
2 10,78 y 7,82 60,90 
4 22,74 5,32 60,70 
8 53,12 35,30 60,28 
16 59,41 59,48 58,42 
32 59,41 58,76 57,59 
64 59,32 58,76 57,59 
oe) 59,14 59,83 57,38 


4. Prizipitation des mit gekochter Takadiastase 
immunisierten Kaninchenserums. 


2%ige Takadiastase wurde gekocht und mit gleichem Teil 
Wasser vermischt. Die Kaninchen wurden mit dieser gekochten 
Takadiastaselosung immunisiert. Das Serum dieses Kaninchens 
wurde in gleicher Weise wie oben beschrieben behandelt. Die 
Resultate finden sich in Tabelle III. 


TABELLE IIT. 


Prazipitation der Takadiastase durch Serum von Kaninchen, die mit 
gekochter Takadiastase immunisiert worden waren. 


Nr. 92 Verdiinnungsgrad der 0,01%igen Takadiastaselésung 
Kaninchen | 2 + 8 16 32 64 128 
1 + + + + + = = — 
ree 4 He +t ~ - - = 
Qo +t tt SM = = = = 
mB 8 |) + +t = = = 7 = = 

ge 

ag 16 + = = = i ee Pe ce 
ene Oe ee 
eYieg |e = ee ee ace 
128 - — - = = = = “ 
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5. Wuirkung des mit gekochter Takadiastase immunisierten 
Kaninchenserums auf Takadiastase. 


In gleicher Weise wie oben beschrieben wurde das Serum be- 
handelt und die gebildete Maltose bestimmt. Die Resultate finden 
sich in Tabelle IV. 


TABELLE IV. 


Wirkung des mit gekochter Takadiastase immunisierten Kaninchenserums 
auf die Takadiastase. 


Gebildete Maltose (mg) 


: 


Verdi - F : 
aera (Nr. 92 Kaninchen)| (Nr. 93 Kaninchen)| (Nr. 94 Kaninchen) 
Sang Immunserum Immunserum Kontrastserum 
- at + + 
Takadiastase Takadiastase Takadiastase 

1 60,97 59,61 61,84 

2 61,39 59,82 60.90 

4 59,32 58,38 60,70 

8 59,32 60,65 60,28 

16 57,24 : 58,80 | 58,42 

32 ; 57,86 58,57 | 57,59 

64 58,07 58,57 59,59 

: ioe) 57,24 58,38 57,38 


6. Wirkung des fraktionierten Immunserums auf die 
Takadiastase. 

Aus dem Serum wurden die Globulin- und Albuminfraktion 
mit halbgesadttigter und mit 34 gesittigter Ammoniumsulfatlosung 
fraktioniert. Nach dem Abzentrifugieren wurden die beiden 
Fraktionen in Kollodiumbeuteln unter fliessendem Wasser 24 
Stunden dialysiert und mit gleichem Teil Wasser vermischt.: In 
der Innenlésung, die Globulinfraktion enthalt, entsteht wiederum 
Niederschlag. Der von dem Niederschlag abzentrifugierte klare 
Teil wurde mit Wasser zu gleichem Teil gebracht (G.F.I), dann 
der Bodensatz mit 1%iger Natriumbicarbonicumlésung zu gleichem 
Teil gebracht und gelost (G.F.I1). 

Jedes fraktionierte Serum wurde mit 0,01%iger Takadiastase- 
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lésung gemischt und, wie oben beschrieben, die gebildete Maltose 
bestimmt. Gleichzeitig wurde das nicht immunisierte Serum auch 
wie oben fraktioniert und behandelt Die Resultate finden sich in 
Tabelle V. 

TABELLE V. 


Wirkung des fraktionierten Serums auf die Takadiastase. 


Gebildete Maltose (mg) 
Nr. _——— a ae 


der Serum G.F 1 G.F.IT AF 
Kaninchen ae ar aE ats 
Takadiastase|Takadiastase|Takadiastase|Takadiastase 
Nr. 70 (immunisiert) tees 0 34,08 58,69 
Nr. 71(immunisiert) | 10,63 0 34,25 57,42 
Nr. 98 (nicht immunisiert ) 58,17 IIB) 60,24 58,37 
Nr.77 (mmunisiert ) 19,18 9,99 49,18 58,61 
Nr. 78 (immunisiert) Tiles: 6,18 44,28 59,64 
Nr. 84 (nicht immunisiert ) 59,50 59,65 61,67 59,01 


ry 


7. Amylolytische Wirkung der Niederschlage aus dem 
Gemisch der Takadiastase und Antifermente. 


0,01%ige Takadiastaselosung wurde mit der gleichen Menge 
der wie oben gewonnenen Globulinfraktion vermischt, 2 Stunden 
bei Zimmertemperatur gehalten und dann zentrifugiert. Der 
Bodensatz wurde mit Wasser geniigend gespiilt, mit 1%iger 


TABELLE VI. 


Amylasewirkung der Niederschlage, die aus dem Gemisch der Takadiastase 
und fraktioniertem Serum entstanden sind. 


Gebildete Maltose (mg) 
INGE ; 
ve G.F.I+ Takadiastase 
Kaninchen (geléstin in 
Filtrat | Gemisch |Bodensatz Natriumbicarbonat- 

losung ) 
Nr. 70 (immunisiert ) 49,34 0 42,60 
Nr. 96 Gmmunisiert ) Spell 0 50,70 
Nr. 98 (nicht immunisiert) 58,82 if / 
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Natriumbicarbonatlésung zu gleichen Teilen gebracht und gelost. 
Jeder Teil, d.h. Gemisch, Filtrat und Bodensatz, wurde auf Stiirke- 
losung gepriift und, wie oben, wurde die gebildete Maltose 
bestimmt. Die Resultate finden sich in Tabelle VI. 


Il. User pir SPALTUNG DER TAKADIASTASE DURCH 
PROTEASEN. 


Bis jetzt gibt es einige Versuche, in denen die Wirkung der 
Proteasen auf Amylase beobachtet wurde. Nach Ninomiya(1940) 
wird die Speichelamylase durch Pepsin erheblich, aber durch 
Trypsin und Papain nicht zerstort. Akabori und Okahara 
(1936) berichteten, dass die Starkeverzuckerungswirkung der 
Takaamylase durch Trypsin und Papain nicht zerstért, waihrend 
der Proteinteil deutlich verdaut wird. Aber die Wirkung von 
Pepsin auf Takadiastase wird nicht beschrieben. 

Verf. hat die Wirkung von Trypsin, Papain, so wie auch 
Pepsin auf die TakadiaSase geprift und beobachtet, dass die 
Starkeverzuckerungswirkung dieser Amylase durch Pepsin wohl 
zerstort und auch die Amylasesubstanz deutlich verdaut, aber 
dureh Trypsin und Papain nicht zerstort und verdaut wird. 


BESCHREIBUNG DER VERSUCHE. 
1. Versuchsmaterial. 


Takadiastase: Wie oben beschrieben, gereinigte Substanz. 


Pepsin : Pepsinum pulv. solubile (E. Merk) als 1%ige 
Losung. ; 

Trypsin: Trypsinum (G. Griibler) als 1%ige Losung. 

Papain: Durch H2S aktiviertes Papayotinum (EK. Merk) 


als 1%ige Losung. 


2. Verdauung durch Pepsin. ' 
2eem 1%ige Takadiastaselésung wurde mit 0,2 ccm NV/10 HCl 
und 1ecm Pepsinlésung vermischt (PH=2,23), im Wasserbad auf 
40°C gehalten; in bestimmten Zeitabstinden wurde das Gemisch 
mit N/10 NaOH neutralisiert und Amino-N dieser Losung 1 eem 
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nach Van Slyke’scher Methode zugemessen. Gleichzeitig wurde 
die gemischte Lésung mit Wasser 3 fach verdiinnt und 1 cem dieser 
Lésung auf Stirkelésung gepriift, dann wie oben beschrieben die 
gebildete Maltose bestimmt. Die Resultate finden sich in Tabelle 
VII und Tabelle VIII. 


TABELLE VII. 


Spaltung der Takadiastase durch Pepsin. 


Werlane Pepsin + Takadiastase See 
(Minuten 
ie es Amino-N Zuwachs des : 
Stunden) (mg) Amino-N (mg) Amino-N (mg) 
0 0,0714 0,0705 ‘ 
DF 0,0942 ),0238 0,0705 
10’ 0,1189 0,0457 0,0705 
dts 0,1421 0,0714 0,0705 
30’ 0,1638 0,0924 0,0694 
45’ 0,1638 0,0924 4 0,0714 
60’ 0,1697 0,0983 0,0714 
3 Stdn 0,1950 0,1246 0,0714 
5 Stdn 0,2126 0,1412 0,0756 


TABELLE VIII. 


Inaktivierung der Takadiastase durch Pepsin. 


Worlant Gebildete Maltose (mg) 
(Minuten j 
Stunden ) Pepsin + Takadiastase Gekochtes Pepsin + Takadiastase 
0 57,18 58,88 
5! 52,57 58,88 
NO 27,85 57,52 
15! 24,94 57,35 
30’ 16,87 57,52 
45’ 15;85 57,52 
60’ 14,98 ‘aye ree) 
3 Stdn 14,30 19,56* 
5 Stdn 14,30 15,33* 


* Uber die Bedeutung dieser Abnahme wird im III. Versuch die Er- 
kldrung gegeben. ar 
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3. Verdauung durch Trypsin. 


0,2 g Takadiastase wurde in 2cem M/15 Phosphat Puffer von 
Pu=8 gelost, mit leem Trypsinlésung vermischt und wie oben 
beschrieben verfahren. Die Resultate finden sich in Tabelle LX. 


TABELLE IX. 


Verdauungsversuch der Takadiastase durch Trypsin. 


: BAS went Gekocht. Trypsin 
Verlauf Trypsin + Takadiastase io Taih dinates 
(Stunden) SoSS SSS = 
Amino-N (mg) Maltose (mg) Maltose (mg) 
0 0,070388 57,71 57,86 
1 Stde 0,07624 57,52 57,51 
5 Stdn 0,07432 57,71 57,69 
24 Stdn 0,07432 57,41 DiGe 


4, Verdauung durch Papain. 


2cem 1%ige Takadiastase wurde mit 1 cem M/10 Citrat Puffer 
von PH=5 und leem Papainl6sung vermischt und wie oben ver- 
fahren. Die Resultate finden sich in Tabelle X. 


TABELLE X. 


Verdauungsversuch der Takadiastase durch Papain. 


Verlauf Typsin + Takadiastase pa ae am 
(Stunden) je Z * 
Amino-N (mg) Maltose (mg) Maltose (mg) 
0 0,0980 58,39 | 59523 
1Stde 0,1044 "58,39 58,39 
5 Stdn 0,1044 58,20 58,39 
24 Stdn : 0,1102 58,39 58,39 


Ill. Avuvotyse per TAKADIASTASE. 


Wohlgemuth(1912) hatte festgestellt, dass das proteolytische 
Ferment der Takadiastase ebenso wie es bei neutraler und alkali- 
scher Reaktion wirkt, auch bei saurer Reaktion eine verdauende 
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Wirkung hervorbringt. Man kénnte daran denken, dass die 
Wirkung bei saurer Reaktion auf dem Vorhandensein eines 
pepsinahnlichen Fermentes beruht. Aber Szant6 (1912) lehnte 
diese Vermutung ab. 

Verf. hat die interessante Erscheinung beobachtet, dass die 
diinne Losung der gereinigten Takadiastase, die sauer durch Essig- 
sdure, tiber 24 Stunden in dem Brutofen bei 37°C gehalten wurde, 
ihre Starkeverzuckerungswirkung und die Eiweissreaktionen ver- 
liert. Aus diesen Tatsachen kann man feststellen, dass in der 
gereinigten Takadiastase noch ein dem Pepsin ahnliches Ferment 
enthalten ist, und dass durch diese Protease die Takadiastase sich 
selbst verdaut, wodurch die Starkeverzuckerungswirkung derselben 
verloren geht. Diese Protease kann man durch Dialyse abtrennen. 


Versuch TI. 


0,1%ige Takadiastase wurde mit gleicher Menge M/1000 Kssig- 
sdure vermischt und dann im Brutofen bei 37°C gehalten; in 
bestimmten Zeitabstanden wurde die optische Drehung und der 
Brechungsindex dieser Losung gemessen, auch wie oben die 
amylolytische Wirkung bestimmt. Die Resultate finden sich in 
Tabelle XI. 
TABELLE XI. 


Einfluss von Essigsdure auf die diinne Lésung der Takadiastase. (1). 


Kerlant [oly ede Ge ae 
H.O =1.3311 (mg) 
0 53000 1,3321 58,90 
5 Stdn — 3,0 1,3216 | 58,03 
24 Stdn + 15,0 1,5312 2,98 
48 Stdn aie a asl 1,3312 1,78 


Versuch II. 


Nach gleichem Verfahren wurde Amino-N der 1cem Loésung 
zugemessen und die Hiweissreaktionen gepriift. Die Resultate 
finden sich in Tabelle XII. : 
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TABELLE XII, 


Einfluss von Essigsiiure auf die diinne Lésung der Takadiastase. (JI). 


eras Amino-N ; ese Biuret-Reaktion 
Sulfosalicylsiure 
0 0,02388 positiv (4H) positiv (+) 
5 Stdn 0,02985 positiv (+) positiv (+) 
24 Stdn 0,07761 negativ (—) negativ (—) 
48 Stdn 0,07761 negativ (—) negativ (—) 


0,1%ige Takadiastase wurde gekoecht und mit Wasser zu 
gleichen Teilen gebracht, dann wie oben beschrieben behandelt. 
In diesem Falle gingen die Eiweissreaktionen nicht verloren. 


Versuch IIT. 
5eem 0,2%ige gereinigte Takadiastaseldsung wurde in Kollo- 
diumbeuteln unter fliessendem Wasser 1 bis 2 Tage dialysiert, mit 


Wasser auf 20 ccm gebracht und wie oben beschrieben behandelt. 
Die Resultate finden sich in Tabelle XIII. 


TABELLE XIII. 
Einfiuss von Essigséiure auf die dinne Losung der Takadiastase, die durch 
eine Kollodium hiilse dialysiest worden war. (III). 


Paladiastasess Baciosiure Dialysierte Takadiastase 
. akadiastase + Essigsaure 2 Biot roatine 
Verlauf i 7 h : : et os 
MS uislatere 3) Eiweiss- Gebildete Eiweiss- Gebildete 
reaktion Maliose (mg) reaktion Maltose (mg) 
oe Zs Ne Pele NS 
0 | positive (+) 61,12 positive (+) 60,96 
24 Stdn negative (— ) Belo positive (+) 60,43 


ZUSAM MENFASSUNG. 
1. Die gereinigte Takadiastase ist léslich in Wasser und gibt 
alle Hiweissreaktionen. Es wird mit halbgesattigtem (NH) 2504, 
eesittigtem Mg SO,4, gesittigtem NaCl und durch Dialyse nicht 
ausgefallt, mit 34 gesittigtem(NH,)2SO4 ausgefallt.  * 
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2. Das mit gereinigter Takadiastase immunisierte Kaninchen- 
serum zeigt erhebliche Prazipitation gegen die betreffende Amylase 
uid stért deutlich diese Amylasewirkung. ; 

3. Das mit gekochter gereinigter Takadiastase immunisierte 
Kaninchenserum zeigt auch missige Prazipitation gegen die Taka- 
diastase, die nicht gekocht wird, aber dasselbe kann die Amylase- 
wirkune nicht storen. 

4. Die Antifermente befinden sich in der Globulinfraktion 
des Serums. 

5. Die Niederschlige, die aus dem Gemisch der Takadiastase 
und den Antiké6rpern entstanden sind, besitzen auch nach Sptilung 
mit Wasser die Starkeverzuckerungskraft. 

6. Die Takadiastase wird durch Pepsin zerstort. 

7. Die Takadiastase wird durch Trypsin oder Papain nicht 
zerstort. 

8. Die gereinigte Takadiastase enthalt noch em pepsinahn- 
liches Ferment. Durch diese Protease verdaut sich die Takadiastase 
selbst, wodurch die Starkeverzuckeruneskraft verloren geht. 

9. Aus den obigen Resultaten moédchte Verf. die chemische 
Natur der Takadiastase als Ejiweissstoff und zwar ais eine 
albuminartige Substanz annehmen. 


Zum Schluss mochte ich Herrn Prof. Dr. K. Kodama ftir die 
‘Anregung und die Leitung meinen besten Dank sagen. 
(Autoreferat ) 
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UBER DIE KATALYTISCHE DECARBOXYLIERUNG 
DER $-KETOCARBONSAURE. 


VON 
TORI KUGA. 
(Aus dem med.-chemischen Institut der Med. Akademie zu Chiba. 


Direktor: Prof. S. Akamatsu.) 


(EKingegangen am 26. November 1941) 


Die katalytische Decarboxylierung der p-Ketosiiure durch 
Anilin ist schon seit den Untersuchungen von Widmark und 
Jeppsson(1922) und Ljungeren(1925) wohl bekannt. Beniya 
(1934) hat die Beziehung zwischen der chemischen Konstitution 
der katalysierenden Substanzen und der dadurech bewirkten De- 
carboxylierungsgeschwindigkeit der Acetessigsiure und Acetondi- 
carbonsaure untersucht. Nach seinen Angaben war o-Phenylen- 
diamin fast zehnfach stirker wirksam als Anilin, wahrend die 
Wirkung der m- und p-lsomere beinahe gleich wie die des Anilins 
war. Kaneko (1988) hat den Versuch von Beniya fortgesetzt 
und eine enorm starke Wirkung des Amino-Antipyrins gefunden. 
Diese Verbindung tibte wiederum eine ber zehnfach schnellere 
Decarboxylierung der Acetessigsiure als das Anilin aus. Die COo- 
Entwicklung durch Amino-Antipyrin war tatsichlich explosiv 
stark. Die katalytische Reaktion durch diese Verbindung war 
ausserdem in interessanter Weise von der Aziditat der Versuchs- 
losung beeinflussbar und wie bei den Fermentreaktionen konnte 
eine optimale <Aziditaét beobachtet werden, die von dem Dis- 
soziationszustand sowohl der /-Ketosdure als auch des Katalysators 
bedingt wurde. Dieses Ergebnis scheint mir hinsichtlich der 
chemischen Natur des Biokatalysators sehr’ bedeutungsvoll zu sein, 
weshalb einige analytische Experimente iiber die Herkunft der 
starken decarboxylierenden Wirkung des Amino-Antipyrins unter 
Leitung von Prof. Akamatsu ausgefiihrt wurden. 

Wenn man die chemische Struktur des Amino-Antipyrins (1) 
betrachtet, so ist in dem Amino-Pyrazolon die Anwesenheit des 
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chemischen Restes (A) bemerkbar. 


NH.-C=—C-CH; NH,-C= 
if O=C N-CH; (A) O=C 
LY ae 
‘eS 
Se 


Um stark wirksame Verbindungen von einfacherem Aufbau . 
als Amino-Antipyrin auszufinden, habe ich zuerst Glycinamid (II) 
auf seine Wirkung untersucht. Es war aber fast unwirksam. 
Indem der N-Phenylrest im Amino-Antipyrin noch beriicksichtigt 
worden war, wurde die Wirkung des Glyecinanilids (III) unter- 
sucht. Auch war dieses war fast ganz unwirksam. Ks soll hier 
gleich noch vermerkt werden, dass sowohl Diamino-Aceton (IV) als 
auch Diamino-dioxy-chinon (V) fast unwirksam waren und dass 
das Diamino-tetraoxy-benzol (VI) auch eine schwache Wirkung 
ausserte. 


II NH,-CH,-CO-NH; real NH.-CH;-0O-NE-C > 


TENE NH,-CH.-CO-CH.-NH, 


O OH 
\l 
GENS Nee cou: 
S NH; | OH | vit 2 | 
Ho-L Lu, HO /-NH; 
I 
O OH 


Der nachste Gedanke war, dass zur Wirksamkeit einer Amino- 
verbindung jener chemische Rest, nimlich NH2,-C(=)—-CO-N=, 
an dem Aufbau des heterozyklischen Rings teilnehmen soll. Es 
wurden daher folgende Verbindungen zum Experiment gebraucht. 
NHeCH—/" NH.-CH-NH 

| | VIII O=C C=O 
U4 


N 
H H 
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Bric gia NH,.-C—CH 
lenedal 
LX Oo=C C=O x I xu 
oy Sw 
N N 
H H 
emer | 
| 
al N N 
Si 
N 
ipl 


Das Amino-Oxindol (VII) ist schon nach der Untersuchung 
von Langenbeck (1933) als ein zur Deearboxylierung der a-Keto- 
sdure wirksamer Katalysator bekannt. Gegen die /-Ketosiure 
zeigte es aber eine schwache Wirkung. Amino-Hydantoin (VIII) 
wirkte nur in fast gleichem Grade wie Amino-Oxindol (VIL), was 
vielleicht mit dem ihnen gemeinsamen Atomarrangement zu tun 
hat. Allantoxaidin (IX), Amino-Triazol (X) und = Amino- 
Tetrazol (XI) waren fast unwirksam. 

Man sieht aus diesen negativen Ergebnissen mit Amino- 
Oxindol, Diamino-dioxy-chinon, Aminohydantoin und Amino- 
Triazol, dass solehe Atomgruppierungen (B, C, D) zur Ausbildung 
des wirksamen Katalysators nicht hinreichend sind. 


a ac a abe fag 
(@). o=¢ o (C) va (D) 4 
x N- 


| | 


Nach vergeblicher Fahndung in verschiedenen Gebieten aut 
die wirksamen Verbindungen kam Verfasser wieder zu Amino- 
Antipyrin zuriick und untersuchte auf andere Amino-Pyrazolon- 
derivate. 4-Amino-1-phenyl-3-methyl-pyrazolon (XII) war nun in 
betrichtlichem Grad wirksam. Diese Verbindung ist bekanntlich 
unbestindig und oxydiert in Rubazonsiiure. Wenn man die teil- 
weise Inaktivierung des betreffenden Katalysators in Betracht zieht, 
kann man sagen, dass die N-Methylgruppe in dem Antipyrinring 
zur Decarboxylierung der 6-Ketocarbonsaure nicht unbedingt notig 


ist. 


NE Gare NH,.-C = C-CH; 
oa 
XII O=0 N O=C N-CH; 
ee XIII \/ 
N N 
O é 
| 
ea SK 
NH: 


Das Einfiihren einer Aminogruppe an den Phenylrest des 
Amino-Antipyrins verursachte keine Steigerung der decarboxy- 
lierenden Wirksamkeit. 4-Amino-2,3-dimethyl-1,4’-diamino-phenyl- 
pyrazolon, d.h. 1-p-4-Diamino-antipyrin (XIII), war fast in 
gleichem Grad wirksam wie das 5-Amino-Antipyrin. Man sollte 
hier wohl Summation der Wirkung des Amino-Antipyrins und 
Anilins erwarten, die Wirksamkeit des letzteren chemischen Restes 
war jedoch im Vergleich mit der des Aminopyrazolons zu gering, 
um die Geschwindigkeit der Katalyse deutlich zu beeinflussen. 

Es war nun zu prifen, warum dem Pyrazolonring jene bemer- 
kenswerte Eigenschaft zukommt, nach dem Verbinden mit der 
freien Aminogruppe zu einem sehr wirksamen Katalysator zu 
werden. Der Chemismus der 6-Ketosaure-Decarboxylierung wird, 
wie von Widmark und Jeppsson (1922) und Beniya (1934) 
untersucht, durch intermediadre Bindung der Ketogruppe der Saure 
mit der Aminogruppe des Katalysators eingeleitet. Die Carboxyl- 
eruppe des §-Ketosdurerests in jenem Zwischenprodukt wird dabei 
labil gemacht, worauf die Kohlensaéureabspaltung erfolgt. Die 
decarboxylierte Zwischenverbindung zerfallt dann in ihre Kompo- 
nenten und der frei gemachte Katalysator verbindet sich wieder mit 
der £-Ketosdure, um die Reaktion aufs neue zu beschleunigen. Die 
Affinitat der Aminogruppe mit der Carbonylgruppe der /-Keto- 
saure wird aber stark von der chemischen Struktur der die Amino- 
gruppe tragenden Atomkomplexe beeinflusst. Langenbeck(1933) 
hat bei seen systematischen Studien tiber kiinstliche Carboxylase 
eine zunehmende Aktivierbarkeit der Aminogruppe durch Phenyl-, 
Oxindol- und Benzoxindolreste beobachtet. Solehes Verhiltnis 
war, wie Beniya (1934) und Kaneko (1938) angegeben haben, 
auch bei dem f-Ketosdiureabbau ersichtlich. Anilin war wirksamer 
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als Athylamin. Man merkt hier den aktivierenden Einfluss des 
Phenylrests. Athylendiamin iibte eine stirkere Wirkung als Anilin 
aus und die Wirksamkeit des o-Phenylendiamins war weit stirker 
als Anilin. Benachbarte zwei Aminogruppen  verstirken also 
gegenseitig ihre katalysatorische Wirkung. Man muss_ jedoch 
ausser dieser einfachen Aktivierung der Aminogruppe noch einen 
anderen Chemismus in Betracht ziehen. Um das Substrat aber 
moglichst der Aminogruppe anzunahern, soll der betreffende Kata- 
lysator hinsichtlich seines chemischen Baues eine méglichst nahe 
Verwandtschaft mit dem Substrat besitzen. Wenn aus dieser 
Erwagung die Struktur der Amino-pyrazolon-derivate betrachtet 
wird, merkt man in ihrem Pyrazolon-Ring die Amwesenheit des 
#-Ketosaurerests. Die Pyrazolone selbst werden im allgemeinen 
synthetisch aus (-Ketoséiureestern und Hydrazinderivaten her- 
gestellt, was hier keiner Rede bedarf. Man merkt ausserdem, dass 
die freie Aminogruppe, die sich mit der /-Ketosdure, dem ab- 
zubauenden Substrat, verbindet, gerade an dem /#-Ketosdurerest 
des heterozyklischen Pyrazolonrings haftet. Man muss dann 
annehmen, dass die zur katalytischen Decarboxylierung notwendige 
aktive chemische Gruppe die foleende Konstitution (Eu. F) auf- 
weisen muss. 


NH.-C=O-R Ea Roe oc 
ie | 
(EB) O=C N-R (F) O=C N XII’ HO-C WN 
| P| Me 
N— N— f N 
’ | | 
4 


Man kann die Formel (XII) des 4-Amino-1-phenyl-3-methyl- 
pyrazolons auch wie (XII’) schreiben. 

Es wurde nun untersucht, ob zur Offenbarung der oben 
erwahnten grossen Affinitit jene O=oder OH-Gruppe in dem 
Pyrazolonkern (XII oder XII’) eigentlich unentbehrlich sei. Die 
decarboxylierende Wirksamkeit des 4-Amino-1-phenyl-3-methy]- 
pyrazols (XIV) und 4-Amino-1-pheny!-3-methy]-5-chlor-pyrazols 
(XV) wurde daher gepriift. 
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Diese Verbindungen waren stark wirksam. Die aktive Atom- 
eruppierung kann also wie E und G@ formuliert werden. 

In diesen chemischen Resten ist die Aminogruppe zum Ver- 
binden mit den §-Ketosiuren absolut nétig. Die anderen zwei 
Stickstoffatome sind gemass der oben erwahnten Auseinanderset- 
zung bei dem negativen Ergebnis mit dem Amino-Oxindol u. a. 
auch unentbehrlich. Kaneko (19388) hat friiher auch bewiesen, 
dass o-Toluidin sowie f-Amino-Pyridin keine nennenswerte kata- 
lysatorische Wirksamkeit besitzen. 

Wenn unser Schluss richtig ware, so kann daraus gefolgert 
werden, dass sich die wirksamen Katalysatoren, soweit jene aktive 
Atomgruppierung an ihrem Molekiilaufbau teilnimmt, nicht un- 
bedingt auf die Derivate des Pyrazolons oder Pyrazols beschranken 
und dass die an anderen heterozyklschen Kernen aminierten Ver- 
bindungen auch zur katalytischen Decarboxylierung wirksam sein 
miissen. In den Pyrazolonen sowie Pyrazolen sind jene zwei Stick- 
stoffatome direkt miteinander verbunden. Hinkeilen eines Kohlen- 
stoffatoms zwischen jene zwei Stickstoffatome verwandelt den 
Pyrazolring in den Pyrimidinring. 


BaD dest ‘ ee ae 
| ll 
XV o=C -N od. HO-C N 
(oe Uiggslicecene 
HN—O=0 N=C-OH 


Es wurde darum die Wirkung des 5-Amino-4-methyl-uracil 
geprift. Diese Verbindung war stark wirksam. Die Richtigkeit 
unseres Schlusses konnte damit bewiesen werden. 

Angesichts der starken katalysatorischen Wirkung der Amino- 
derivate des Uracils und Pyrazols sowie Pyrazolons kann man diese 
Verbindungen als Fermentmodell erwahnen. Die Reaktionsgesch- 
windigkeit ist vom Pu abhingig. Das Optimum des Amino-Anti- 
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pyrins hegt nach Kaneko (1938) bei Pu 4. 

Die modernen Fermentstudien zeigen, dass die Fermente im 
allgemeinen aus dem Apo-Ferment und Co-Ferment aufgebaut 
sind. Bei den Desmolasen wurde es schon friiher in schoner Weise 
bewiesen und bei Phosphomonoesterase gelang auch durch Albers 
(1938, 1939) und Kumai (1941) die Trennung des Apo- und Co- 
Ferments. Dehydrierung oder Hydrolyse der Substrate wird 
durch das Co-Ferment bewirkt. Das Co-Ferment ist der eigent- 
liche wirksame Anteil des Ferments. Um die Reaktionsgeschwindig- 
kejt des Co-Ferments katalytisch zu beschleunigen, muss das Sub- 
Strat dem Co-Ferment nahe gebracht und labil gemacht werden. 
Diese Funktion wird von dem Apo-Ferment ausgeiibt. Die 
Wirkungsweise der Amino-Uracile und Amino-Pyrazolone als 
Fermentmodell in Erwagung ziehend, kann man in dem Apo- 
Fermentmolekii] die Anwesenheit eines chemischen Restes anneh- 
men, der wegen seiner strukturellen Identitét oder Verwandtschaft 
mit dem Substrat gerade an der spezifischen Substratbindung des 
Ferments teilnimmt. Zum Zwecke der Aufstellung emer weiteren 
Hypothese hinsichtlich des Fermentbaus soll die Spezifitatsfrage 
des Ferments in zwei geteilt und untersucht werden, namlich die 
Substratspezifitét und die Reaktionsspezifitat. Diese Reaktions- 
spezifitat ist dem Co-Ferment eigentiimlich. Die feine Substrat- 
spezifitit des Ferments dagegen, die z. B. bei der Carbohydrase 
erforscht wurde, wird von dem Apo-Ferment bedingt. Dann ist 
das Apo-Ferment nicht ein einfaches Hiweiss, sondern ein mit einer 
prosthetischen Gruppe gebundenes Proteid. Diese prosthetische 
Gruppe soll in ihrem Molekiilaufbau einen mit dem Substrat struk- 
turell verwandten Anteil aufweisen. Hine andere chemische 
Gruppe soll darin ausserdem vorhanden sein, die das Substrat 
gegen Hydrolyse oder Dehydrierung labil macht. Man konne die 
Anwesenheit dieser Grupe nicht in jenem prosthetischen Molekiil- 
teil des Apo-Ferments, sondern in dem Co-Ferment annehmen. 
Wenn man jedenfalls eine zweite Affinitaét zwischen dieser Gruppe 
und dem Substrat voraussetzt, soll die Hypothese des Verfassers 
als eine neue Modifikation der Zwei-Affinitaéts-Theorie von Euler 
(1923) erwihnt werden. Wenn Eiweiss itiberhaupt als ein 
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Bestandteil des Ferments unentbehrlich ist, so ist es wichtig teils 
zum Stabilisieren jener prosthetischen Gruppe, die das Substrat 
spezifisch bindet, und teils zum beiderseitigen Naherhalten der 
betreffenden prosthetischen Gruppe und des reaktionsspezifischen 
Co-Ferments. 


EXPERIMENTELLER TIL. 
I. Amino-Verbindungen. 


Amino-Antipyrin war ein Praparat von Takeda. Sonstige 
Verbindungen wurden vom Verfasser selbst hergestellt. 

Glycinamid: Chloracetamid wurde nach Scholl (1896) aus 
Chloressigither und konzentriertem Ammoniak hergestelt und 
dann nach Bergell und Wiilfing (1910) in Glyecinamid iiber- 
fiihrt. F==182° (unkorr.) 

Glycinanilid: Chloracetylanilin wurde nach Meyer (1875) 
bereitet und nach Dubsky (1917) mit alkoholischem Ammoniak 
in der Druckflasche erwarmt. Die gewonnene freie Base wurde 
aus Wasser umkrystallisiert. F=62°. 

Diamino-Aceton wurde nach Kaliseher (1895) durch Reduk- 
tion des Duisonitrosoacetons als salzsaures Salz hergestellt. Das 
Diisonitrosoaceton wurde nach Pechmann und Wehsarg (18386) 
aus Aceton-Dicarbonsaure bereitet. 

Piamino-Tetraoxybenzol: Nitranilsiure wurde nach Town 
(1936) aus Diacetylbenzol bereitet. Sie wurde nach Nietzki und 
Benckiser (1885) zu Diamino-Tetraoxybenzol reduziert und sein 
Chlorhydrat wurde hergestellt. 

Diamino-dioxy-chinon: Zur Herstellung dieser Verbindung 
wurde die wassrige Losung des salzsauren Diamino-Tetraoxybenzols 
nach Nietzki und Sehmidt (1888) mit Alkohol versetzt, die 
darin enthaltene Salzsaure wurde durch Hinzufiigung von Natrium- 
acetat abgestumpft und die ausgeschiedenen nadligen Krystalle 
wurden im Exsikkator getrocknet. 

3-Amino-Oxindol: Isatinoxim wurde nach Kohn und 
Osterietzer (1931) bereitet und. daraus Amino-oxindol-chlor- 
hydrat nach Baeyer und Knop (1866) hergestellt. 
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5-Anuno-Hydantoin: Allantoin wurde zuerst durch Oxyda- 
tion der Harnsiiure nach Vorschrift in Organic Syntheses XIII 
beréitet. F=225° (unkorr.) Allantoin wurde dann nach Biltz und 
Giesler (1914) tiber allantoxansaures Kalium und Hydroxonsiure 
zu 1, 3, 6-Triacetyl-5-amino-hydantoin gefiihrt und dieses nach 
Biltz und Hanisch (1926) entacetyliert. Das gewonnene salz- 
saure 5-Aminohydantoin zeigte folgende Analyse: gef. 28% N, 
ber. 27,6% N. 

Allantoradin wurde nach Biltz und Giesler (1914) aus 
allantoxansaurem Kalium hergestellt. F=280° (unkorr.) 

Amino-Triazol: Amido-guanidin-nitrat wurde nach Hofmann 
und Ehrhart (1911) hergestellt und nach Thiele und Manchot 
(1898) tiber Oxalyl-amido-guanidin und Amino-triazolearbonsaiure 
zu Amino-triazol gefiihrt. 

Amino-Tetrazol wurde nach Thiele (1892) aus Amido- 
guanidinnitrat erhalten. F=200° (unkorr.) 

' 4-Amino-1-phenyl-3-Methyl-pyrazolon: 4-Isonitrosophenyl- 
methylpyrazolon wurde zuerst nach Michaelis (1905) bereitet, 
nach Knorr (1887) zur entsprechenden Amino-Verbindung redu- 
ziert und schliesslich ihr salzsaures Salz hergestellt. 

1-p-4-Diamino-Antipyrin wurde aus Antipyrin — nach 
Michaelis (1911) durch Nitrieren mittels eines Salpetersaure- 
Schwefelsiure-Gemisches und dem folgende Reduktion in konzent- 
rierter Salzsiure mittels Zinns hergestellt. F=172° (unkorr.) 

4-Amino-1-phenyl-3-methyl-5-chlor-pyrazol: 4-Benzolazo-1- 
phenyl-3-methyl-pyrazolon wurde nach Michaelis und Schafer 
(1915) aus technischem Pyrazolon und Diazobenzolehlorid her- 
gestellt. F=153° (unkorr.) Dieses wurde dann nach Michaelis 
und Bressel (1915) zu Benzolazo-phenyl-methyl-chlorpyrazol 
iiberfiihrt. F=112° (unkorr.) Aus diesem wurde nach Michaelis 
und Bressel (1915) durch reduktive Abspaltung des Anilins 
das salzsaure 4-Amino-phenyl-chlor-pyrazol erhalten. F=218° 
(unkorr. ) 

4-Amino-1-phenyl-3- methyl-pyrazol wurde nach Michaelis 
-und Schifer (1915) durch Entchlorierung des Amino-phenyl- 
methylchlor-pyrazols durch Jodwasserstoff und roten Phosphor 
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erhalten. F=89°. Es wurde in Chlorhydrat tiberfitthrt. F=209°. 

5-Amino-6-methyl-uracil: 6-Methyl-uracil wurde nach Vor- 
schrift in Organic Syntheses 17 aus Acetessigester und Harnstoft . 
bereitet. Er wurde dann nach Behrend und Osten (1905) in 
5-Nitro-6-methyl-uracil iiberfiihrt und mittels Aluminium-Amal- 
gams reduziert. Aus Chlorhydrat wurde die freie Base hergestellt. 
R250" -(Cunkores) . 


IT. Versuchsanordnung. 


Decarboxylierende Wirkung der verschiedenen Katalysatoren 
wurde nach Kaneko (1938) unter Gebrauch des Apparates von 
Kobayashi (1937) gemessen. Die Versuche wurden durchweg 
bei Pu 4,2 ausgefiihrt. Versuchstemperatur war 0° bei Oxyfumar- 
siure und 37° bei Acetessigsdure. 1ecm 1M f-Ketosaure und 0,5cem 
M/10 Katalysatorlésung wurden gebraucht. Falls W/10 Losung 
der Amino-Verbindung wegen ihrer Schwerldslichkeit nicht 
herstellbar war, wurde die 0,5cem M/10 Loésung entsprechend 
gewogene Substanz direkt in der zu gebrauchenden Pufferlosung 
gelost. 


Ill. Ergebnisse. 


Acetessigsaure (37°) 


CO. (eem)-Entwickelung nach (Minuten) 
Katalysator 

+54 10’ hay: 20° Doe 30’ 
M/10 4-Amino-antipyrin 19,1 22,1 22,4 ; 22,4 
M/10 Glycin-amid-HCl TOF i 205 eed) es) 
M/10 Glycin-anilia | 1,90 | 210 | 2,20 | 2,30 | 2,35 |- 2,36 
M/10 Diamino-aceton 0,55 1,00 1,45 1,85 9,20 2,70 
M/10 Diamino-tetraoxy-benzol | 3,20 4,00 4,2 4,20 
M/10 Diamido-dioxy-chinon 2,296 | 2,91 | 3,01 3,01 
M/10 Amino-oxindol HCl 2,05 3,10 4,10 4,35 4,75 5,00 
M/10 5-Amino-hydantoin-HCl 1,95 2,50 3,10 | 3,60 4,10 | 4,65 
M/10 Allantoxaidin 1,60 | 1,80 | 2,00 | 2,15 | 2,95 | 2,50 
M/10 Amino-triazol 1,40 | 1,50 1,60 | 1,75 | 1,80 
M/10 Amino-tetrazol 2,10 2535 2,50 2,65 2,75 2,90 
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M/10 1-Phenyl-3-methy]- fe ps - Z 

4-aminopyrazolon 9575. | 15,50) | 18520 | 19,25 |) 20:38 | 20,75 
M/10 1-p-4-Diamino-antipyrin | 19,25 | 22,50 | 23,0 23,05 2310) 
M/10 4-Amino-phenyl-methyl- ae ‘ ~ : 

pyrazolL HCl 8,50 | 12,40 | 15,60 | 18,30 | 19,90 | 21,10 

M/10 Amino-phenyl-methyl- ar ; a Weston 

chlor-pyrazol-HCl 7,80 | 11,55 | 14,55 | 17,30 | 19,05 | 20,25 
M/10 Methyl-amino-uracil 7,0 11,0 14,30 | 16,70 | 17,95 ‘| 18,46 
M/100 4-Amino-antipyrin 6,45.) 10,02 12,26 | 14.49 | 15571) 16,79 
M/100 1-p-4-Diamino-antipyrin| 6,85 | 11,20 | 14,90 | 17,00 | 18,42 | 19 


40 


Oxyfumarsiure (0°) 


CO:(cem)-Entwickelung nach (Minuten) 
Katalysator - 
5 10’ is a0} 20. 30’ 
M/10 4-Amino-antipyrin 9,75 | 15,70 | 17,90 | 18,50 } 18,75 
M/10 Glycin-amid-HCl 0,55 
M/10 Glycin-anilid 0,15 
M/10 Diamino-aceton 0 
M/10 Amino-oxindol-HCl 0,10 0,35 0,50 0,65 
M/10 5-Amino-hydantoin-HCl | 0,25 0,50 1,00 
M/10 Allantoxaidin 0,25 
M/10 Amino-triazol 0 
M/10 Amino-tetrazol 9,40 
M/10 1-phenyl-3 methyl- > 85 46 6.0 72 8.3 91 
4-amino-pyrazolon oe 4 : ss Ea : 
M/10 1-p-4-Diamino-antipyrin O75 to, G) 18:50) S95 aio 20 
M/10 4-Amino-phenyl-methyl- 3.00 4,85 6.45 7,90 9,10 9,70 
pyrazol-HCl] H : 
M/10 Amino-phenyl-methy]- 3.95 5.95 7.00 8.50 9.85 | 10,60 
chlor-pyrazol-HCl : 2 ai ; x ‘ 
M/10 Amino-methyl-uracil 5,0 FAS) | TOO2 NW ERT. Whe re ta 7, 
ZUSAMMENFASSUNG. 


Das Wesen der starken katalysatorischen Amino-Antipyrin- 
Wirkung auf den carboxylatischen $-Ketosaureabbau wurde er- 
forscht und aus dem Ergebnis mit anderen Amino-Pyrazolonen 
wurde dann der Schluss gezogen, dass im Molekiil dieser Ver- 
bindungen ausser der absolut unentbehrlichen freien Aminogruppe, 
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der Wirkungsgruppe, noch eine Atomgruppierung, die genetisch mit 
B-Ketosaure innig zusammenhangt, als Gheder des heterozyklischen 
Rings vorhanden ist und gerade diese chemische Gruppe das 
Festhalten der f-Ketoséure und das Nahern der Séure zur Amino- 
eruppe bewirken soll. Soweit jene Atomgruppierung im Molekul 
zugegen ist, kénnen auch andere Aminoverbindungen auf die /- 
Ketosiure decarboxylierend wirken. Die Amino-Derivate des 
Pyrazols waren stark aktiv. Besonders erwahnenswert ist, dass 
Amino-methyl-uracil, ein Pyrimidinabkémmling, katalysatorisch 
wirksam ist. 

~ Diese Untersuchungen wurden unter Leitung von Herrn Prof. 
Akamatsu mit der finanziellen Unterstiitzung ausgefiihrt, die dem 
Herrn Professor vom Unterrichtsministerium zur Forderung der 
wissenschaftlichen Forschung zur Verfiigung gestellt wurde. 
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INTRODUCTION. 


It is a well-known fact that the alcoholic extract of some organs 
of animals, of the guinea-pig type, reacts with the heterogenetic 
antibody produced by immunizing a rabbit with an aquaous extract 
of the heterogenetic organs. Moreover, it is also reported that the 
alcoholic extract of the heterogenetic organs can be transformed 
into an complete antigen when mixed with a heterologous protein 
such as a diluted normal pig serum, and incites to develope the 
heterogenetic antibody when injected into rabbits. From these 
fact, it is considered by a number of investigators that the hetero- 
genetic antigen is of a lpoid nature. 

In the previous studies (1940, 1941), the author and Ichibakase 
have studied on the chemical nature of a substance which exists 
in the aleoholic extract of the heterogenetic organs, and which fixes 
a complement in the presence of the heterogenetic antibody, and 
it has become clear that the substance is collected almost completely 
in the acetone insoluble fraction, namely the crude phospholipin, 
of the aleoholic extract, but when the crude phospholipin is purified 
it loses the property as the antibody detector, and that the water 
soluble impurity isolated from the hydrogenated crude phospholipin 
is active as the antibody detector. 

In the present work, I attempted to decide just what fraction 
of the alcoholic extract of the organs of animals of guinea-pig type 
has the function to develope the heterogenetic antibody when in- 
jected into rabbits. 
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EXPERIMENT. 


1. Immunisation experiment with the alcoholic 
extract of a dog kidney. 


A. Preparation of the alcoholic extract of a dog kidney and 
method of immunisation. 

A fresh dog kidney was used for the experiment. One part 
of the minced tissue (freed from fat) was added to nine parts of 
absolute alcohol and the mixture was allowed to stand at a room 
temperature for a few days, with an occasional shaking. The 
mixture was then filtered through a filter paper and the filterate 
was concentrated at a temperature under a slow current of carbon 
dioxide to the half its volume, and was kept at 40°C in a dark 
place in a stoppered bottle. 

For the injection, rabbits were used, but those in which the 
serum, prior to the immunisation, gave a strong or complete 
hemolysis against sheep red corpuscles in the dilution of 1:25 in 
an hour under the condition of the test were excluded. 

To immunize rabbits, 30 ce. of 5 per cent pig serum solution 
prepared with the physiological saline solution was quickly added 
to 3ce. of the concentrated alcoholic extract of the dog kidney. 
After a lapse of one hour at a room temperature, 5 ce. of the mix- 
ture was injected into the marginal vein of a rabbit ear. The 
injection was carried on every day for three weeks with three day 
interval between each week. On the 7th day after the last injec- 
tion, the blood was withdrawn for the examination of ‘an antibody 
formation. 


B. Determination of the degree of the hemolysin formation. 

In a series of test tubes, 0.5 ee. of the rabbit serum which was 
immunized as above, was diluted with the physiological saline solu- 
tion to 1:25, 1:50, 1:100, 1:200, 1:500 and 1:1000. To:these a 
sufficient amount of complement serum and 0.5 ce. of 3 per cent 
suspension of sheep red corpuscles were added and mixed thorough- 
ly. After allowing to stand for 1.5 hours at 37°C, the degree of 
the hemolysis was examined. 
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C. Results. 


The results of the experiment are shown in the Table I. In the 
tables, cases where no hemolysis occure are signed as (—) and com- 
plete hemolysis as (4+), while for intermediate cases the signs 
(+), (+) and (+) are used. 


TABLE I. 


Test for the hemolysin formation against sheep corpuscles. 
Antibody producer: Alcoholic extract of a dog kidney. 


No. of Dilution of antiserum 

rabbit 1:25 1:50 1:100 1:200 1:500 | 1:1000 
45 +H tt + g * - 
46 4h Ht tt itt +t S 
47 Ht 4h it f = = 
48 +t Ht + + 2 & 
49 Ht Ht 4h +t 2 = 


From these results, it can be seen that by immunizing rabbits 
with the alcoholic extract of the dog kidney combined with a pig 
serum as a schlepper the heterogenetic antibody can be developed 
in the rabbit serum as previously known. 

The experiments were carried on to determine what fraction 
of the alcoholic extract of the dog kidney is responsible for the 
property as an antibody producer. 


IT. The immunization experiment with the acetone soluble 
fraction and the acetone insoluble fraction of the 
alcoholic extract of a dog kidney. 

A. Preparation of the acetone soluble and insoluble fractions. 

The alcoholic extract of the dog kidney was concentrated to a 
syrupy consistency in a vacuum at a temperature not exceeding 
40°C under a slow current of carbon dioxide. The residue was 
dissolved in a small amount of ether and an insoluble portion was. 
removed by decantation. To the etheral solution an excess of 
acetone was added and the precipitate which separated out was 
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collected. These processes were repeated three times. The preci- 
pitate thus obtained is a yellowish mass. The acetone soluble 
fraction was concentrated to dryness in a same manner described 
above. The residue was again dissolved in acetone and the in- 
soluble portion was removed by filtration. These processes were 
repeated three times. 


B. Method of immunization. 

The both fractions obtained as above were dissolved respec- 
tively in absolute alcohol in a concentration of one per cent, and 
to 5ee. of each solution 30 cc. of 5 per cent of the pig serum pre- 
pared with the physiological saline solution was added. After a 
lapse of one hour at a room temperature 5 cc. of this mixture was 
injected intravenosly into rabbits in the same way as in the case 
of the alcoholic extract. 


C. Results. 


The results obtained in these experiments are as follows. 


TaBLE II. 


Test for hemolysin formation against sheep red corpuscles. 


Antibody producer: Acetone soluble fraction of the alcoholic extract 
of a dog kidney. 


Dilution of antiserum 


No. of 

rabbit 1:25 1:50 1: 100 1 ; 200 1: 500 
50 + - = ms 7 
51 +t ~ ‘S = ss 
52 + ~ = ss = 
53 - - = rs = 


As can be seen from these results, the heterogenetic antibody 
can only be produced by the injection of the acetone insoluble 
fraction of the alcohohe extract of a dog kidney and it is therefore 
said that the function of the alcoholic extract of a dog kidney to 
form the heterogenetic antibody in the rabbit serum does not 
depend on the acetone soluble fraction but on the acetone insoluble 
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TABLE III. 


Test for hemolysin formation against sheep red corpuscles. 


Antibody producer: Acetone insoluble fraction of the alcoholic ex- 
tract of a dog kidney. 


Re lige Dilution of antiserum 

papa 1: 25 1:50 1: 100 1: 200 1 : 500 
55) +t tH tHe tH = 
56 tit tt tt at = 
Dt tt | ttt Ht +b = 
58 Hr Ht Ht Ht a 


fraction, namely the phospholipin fraction, of the aleoholic extract. 

The nitrogen and the phosphorous contents of the phospholipin 
fraction were estimated by miecro-Kjeldahl and Youngburg’s 
methods respectively. The atomic ratio of N:P is 1.68, and it is 
therefore considered that nitrogen containing impurities are present 
in the phospholipin fraction. 


III. Immunization experiment with the purified 
phospholipin. 


The experiment was carried on to decide whether or not the 
phospholipin in the purified state is also active as a producer of 
the heterogenetic antibody. 


A. Purification of the crude phospholipin. 

The crude phospholipin prepared from a dog kidney was 
purified through the cadmium lipoid double salt as follows. 

To the aleoholic solution of the crude phosphoilpin the saturat- 
ed alcoholic solution of cadmium chloride is added, and the phos- 
pholipin is precipitated ag a double salt. The lipoid cadmium 
double salt is freed from the mother liquid by centrifugation and 
washed with absolute alcohol until the yellow colouration disap- 
peares. The lipoid cadmium double salt is then suspended in hot 
alcohol and decomposed by adding little by little a powdered 
ammonium carbonate until the solution becomes weakly alkaline 
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against a litmus paper. After heating in the boiled water bath for 
about 20 minutes, the solution is filtered while hot. To the filtrate, 
the alcoholic cadmium chloride solution is added and the lipoid is 
re-precipitated. After washing with absolute alcohol the double 
salt is reerystalized from the mixture of alcohol and acetic ester 
(1:2). The-erystals are then suspended in hot alcohol and de- 
composed with ammonium carbonate. The filtrate is evaporated 
to a syrupy consistency at a temperature not exceeding 40°C, and 
the residue is dissolved in a small amount of ether. To the etheral 
solution an excess of acetone is added and the phospholipin is 
precipitated. The dissolution and the precipitation are repeated 
three times. The phospholipin thus purified is a white mass and 
Ti SaIN ee ratio ui Lies 


B. Method of immunization. 


The rabbits are immunized with the purified phospholipin in 
the same way as in the ease of the crude phospholipin. 


C. Results. 


The results of the experiment are as follows. 


TABLE IV, 


Test for hemolysin formation against sheep corpuscles. 


Antibody producer: Purified phospholipin from a dog kidney. 


No. of Dilution of ‘antiserum 

eAmbis 1225 ta 50 1: 100 1: 200 11500 
61 + pas = = 
62 +4 Hs a 2 is 
63 - = = = ie 
64 S 2. f rs ay 
65 z = a bs Pag 


It is obvious from the results that the purified phospholipin 
of a dog kidney lacks the property to produce the hemolysin against 
sheep corpuscles and the activity of the crude phospholipin as a 
heterogenetic antigen does not depend on the lipoid itself but 
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peraphaps on the impurity contained in it. 

The experiment was proceeded to determine the fact that the 
activity of the crude phospholipin as the heterogenetic antigen 
depends on its impurity. 


V. Experiment with the chloroform soluble fraction and 
the water soluble fraction of the hydrogenated 
crude phospholipin. 


The isolation of the water soluble impurity of the erude phos- 
pholpin was attempted. For this purpose the crude phospholipin 
was hydrogenated by means of platinum black. The hydrogena- 
tion of the lipoid makes it more hydrophilic, and consequentry 
it becomes more separable from the water soluble impurity. 


A. Hydogenation of the crude phospholipin. 

2 ¢ of a platinum black are suspended in 200 ec. of 2 per cent 
alecohohe solution of the crude phospholipin and the mixture is 
saturated at 60°C with hydrogen gas, which is purified by bubbling 
through a saturated mereuric chloride solution, 2 per cent 
permanganate solution and 5 per cent sodium hydroxide solution 
in succession. After the disappearance of the yellowish colour, 
which occurs usually when the current of hydrogen gas is passed 
through for 30 minutes, the hydrogen gas was bubbled through 
for one hour more, and the mixture is left for the sedimentation 
of the platinum black at 60°C for about 30 minutes, and filtered 
while hot. The filtrate freed from the platinum black is colourless 
and the white precipitate separates out as cooling proceeds. After 
the removal of the separated hydrophospholipin, the hydrogenation 
of the filtrate is repeated once more and filtered while hot. The 
alcoholic filtrate is evaporated in a vacuum at 50°C and mixed with 
the hydrogenated lipoid precipitate which is obtained by the first 
hydrogenation. The hydrogenated impure lipoid thus obtained is 
a white powder. 

B. Isolation of the water soluble fraction of the hydrogenated 


phospholipin. 
The hydrogenated impure phospholipin is dissolved in chloro- 
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form and after the addition of a small amount of alcohol, it is 
extracted several times with water at pH 2. The chloroform frac- 
tion is evaporated at 40°C and recrystallized three times from 
acetic ester. The water soluble fraction is washed several times 
with chloroform, neutralized with sodium hydroxide and then 
evaporated dry in vacuum. The water soluble, chloroform insolu- 
ble fraction showed Biuret and Millon’s reactions and precipitation 
with sulphosalieyhe acid. 


C. Method of immunization. 


The rabbits were immunized with the chloroform soluble and 
the water soluble fraction of the hydrogenated crude phospholipin 
from a dog kidney and the formation of the heterogenetic antibody 
were tested. 

The chloroform soluble fraction was dissolved in absolute 
alcohol in the concentration of one per cent and used as a antibody 
producer in the same way as in the case of the crude phospholipin. 
The water soluble fraction was injected three times with an interval 
of 7 days between each injection, using 5 ec. of one per cent solu- 
tion at a time. 


D. Results. 


The results of the experiments are shown in Table V and VI. 


TABLE V. 


Test for hemolysin formation against sheep corpuscles. 


‘Antibody producer: Chloroform soluble fraction of the hydrogenated 
phospholipin from a dog kidney. 


No. of ee re of antiserum 

pa 1:25 1:50 || 1:100 1: 200 1: 500 
(fi) are x oy os a 
72 Bah ch Z * ‘ 7 
73 + t 2 - : 
74 es 2 a x 3 
75 ate < i BS nt 
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& TABLE VI. 


Test for hemolysin formation against sheep corpuscles. 


Antibody producer: Water soluble fraction of the hydrogenated 
Phospholipin from a dog kidney. 


re Dilution of antiserum 

rabbit 1: 25 1: 50 1: 100 1: 200 1 : 500 
76 tte tt 6 : = 
77 He Ht + =F = 
728 ae Ht ++ a = 
79 tH Ht alg a x 


From these results, it is considered that the property of the 
crude phospholipin from a dog kidney to produce the heterogenetic 
antibody depends entirely on the impurity which is contained in 
the lipoid and becomes separable from it by the hydrgenation of 
the unsaturated lipoid. 


VI. Immunization experiment with the globulin 
prepared from a dog kidney. 


A. Preparation of the globulin from a dog kidney. 

The minced dog kidney is extracted with acetone several times 
followed by ether, and then it is dried at 40°C. After thoroughly 
grounded, it is again extracted with ether in the Soxlet apparatus 
until none is extracted. The dried powder of a dog kidney thus 
obtained is dissolved in physiological saline solution and the in- 
soluble portion is removed by filtration. To the filtrate, ammonium 
sulfate is added in a concentration of half a saturation, and the 
separated precipitate is collected by a centrifugation and washed 
several times with the half saturated ammonium salfate solution. 
The precipitate is then dialysed in a collodium membrane against 
a running water until a reaction of an ammonium disappeares. 


B. Method of immunization. 


5 ee. of the one per cent of the globulin obtained as above is 
injected into rabbit three times with an interval of 7 days between 
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each injection. On the 7th day after the last*injection, the serum 
is withdrawn for the hemolysin formation test. 
C. Results. 

The results of the experiment are as follows. 


TaBLe VII, 
Test for hemolysin formation against sheep corpuscles. 


Antibody producer: Globulin from a dog kidney. 


Dilution of antiserum 

No. of : 

Fab DIt 1:25 1 +50 1: 100 1: 200 1: 500 
94 He 4 4h + — 
95 He Hh $e +b - 
96 4h Ht i +b - 
97 Ht YW Eh + - 


As can be seen from the results, the globulin prepared from 
a dog kidney has also the property to produce the heterogenetic 
antibody when injected into rabbits. 


VIII. The serological relation between heterogenetic 
antibodies and the stroma of the sheep 
red corpuscles. 


In the above experiments, it has become clear that the hetero- 
genetic antibodies can be produced by the injection of the water 
soluble impurity which is contained in the erude phospholipin 
prepared from the heterogenetic organs such as a dog kidney, and 
be considered paraphaps to be a substance of a protein nature. 

In this section, the experiments were performed to determine 
what fraction of the sheep corpuscles is serologically identical with 
the heterogenetie antibody producing substance. 

The tests were attempted by the complement fixation reaction 
according to Browning’s method, using the immunosera which 
were obtained in the previous section and the stroma of sheep 
corpuscles as an antibody detector. The method of the prepara- 


Studies on the Heterogenetic Antigen. —III. 317 


tion of the stroma of sheep corpuscles is as follows. 

The erythrocytes were separated as much as possible from the 
defibrinated sheep blood by centrifugation, and washed three times 
with the addition of physiological saline solution and subjected to 
centrifugation each time. The erythrocytes were hemolyzed with 
the addition of as five times as large volume of distilled water, 
and the stroma were precipitated from the solution by bubbling 
carbon dioxide gas through it. The precipitate was washed re- 
peatedly with distilled water until no colouration was observed in 
the supernatant liquid. Then to the suspension of the stroma thus 
obtained, a solution of sodium hydroxide was added little by little 
until it became slightly alkaline, arid a homogenious suspension of 
the stroma was performed. To this solution a current of carbon 
dioxide gas was passed through to precipitate the stroma again, 
and the same procedure of washing was repeated as above, until 
the stroma became colourless. Then the stroma was dried in 
vacuum at a temperature of 40°C and obtained as a slightly colour- 
ed powder. 

The results of the complement fixation reaction, using the 
stroma solution as an antibody detector are as follows. 


TaBLe VIII. 
Complement fixation reaction, 


Antibody producer: Alcoholic extract of a dog kidney. 
Antibody detector: Stroma of sheep corpuscles. 


Unit of compl. Detector Antiserum 
No. of Sh a ias. 
rabbit 2 4 6 8 10 Complement} Complement 
45 = Ht tt Ht Ht +t Ht 
46 = = = tHe tt +t 
47 | ~ tt He 4 a 
48 i— = ap Ht tt +t 
49 - _ = tt Ht tt 
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TABLE IX. 
Complement fixation reaction, 


Antibody producer: Acetone soluble fraction of the alcoholic ex 
tract of a dog kidney. 


Antibody detector: Stroma of sheep corpuscles. 

t Unit of compl. Detector Antiserum 
No. of = a 
rabbit 2 4 6 8 10 Complement) Complement 

50 + Ht tH Ht Ht H+ Ht 

all sii Ht +t tt Ht +t 

2 Ht He +H Ht Hh Ht 

53 ++ Ht o tt Ht sth Ht 
TABLE X. 


Complement fixation reaction. 
Antibody producer: Acetone insoluble fraction of the alcoholic ex- 
tract of a dog kidney. 
Antibody detector: Stroma of sheep corpuscles. 


. | . 
Aner Unit of compl. aie Pena 
rabbit 2 4 6 8 10 Complement | Complement 
YS) = ate tte Ht Ht tH Ht * 
56 — of te Ht +t +t 
57 — - att Ht Ht Ht 
58 - — tte +e tit tit 
TABLE XI, 


Complement fixation reaction. 
Antibody producer: Purified phospholipin from a dog kidney. 
Antibody detector: Stroma of sheep corpuscles. 
| 


Monet Unit of compl. Epon An tiserubs 
ee 2 4 Gane Complement Coamslodiens 
61 ie iy ib 4b 4 a 
62 tt AL 4 th m 
oh te + th th 4H 
64 tHe i i. atte a 
65 tt tHe tH ib 4H 
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TABLE XII. ; 
Antibody producer: Chloroform soluble fraction of the hydrogenated 
phospholipin from a dog kidney. 
Antibody detector: Stroma of sheep corpuscles. 
Nokor Unit of compl. pasalats pea 
rabbit ) 4 6 8 Complement | Complement 
Hl ++ Ht tt th ttt tte 
he Ht tt +t +t tt 
73 ++ tt Ht tt +t 
74 Ht ttt Ht tt +t 
75 + ub at a tit 


TABLE XIII. 


Complement fixation reaction. 
Water of the 
phospholipin from a dog kidney. 
Stroma of sheep corpuscles. 


Antibody producer: soluble fraction hydrogenated 


Antibody detector: 


Detector Antiserum 


Nok Ge Unit of compl. < ‘ “4 
rabbit 2 4 6 8 10 Complement} Complement 
76 _ + tHe tt sit tt tt 
eh - - Hh tt th tt 
78 _ + Hh tt tt tt 
79 _ + tHe tit tt ttt 
TABLE XIV. 
Complement fixation reaction. 
Antibody producer: Globulin from a dog kidney. 
Antibody detector: Stroma of sheep corpuscles. 
Unit of compl. Detector Antiserum 
No. of le an 
rabbit y) 4 6 8 10 Complement | Complement 
94 — + it tHe ih ttt ttt 
95 = = Ht Ht tit ttt 
96 = = tt th tt tte 
97 - tHe tit tt tt ttt 
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As can be-seen from the above tables, the antiserum in which 
the hemolysin against sheep corpuscles are formed fixes comple- 
ments in the presence of the stroma of sheep corpuscles. This fact 
indicates that in the stroma of sheep corpuscles exists the substance 
which is serologically identical with the heterogenetic antibody 
producing substance. . ; 

The experiments were attempted to determine what is the 
substance which is contained in the stroma of sheep corpuscles 
and reacts with the heterogenetic antibody. For this purpose the 
‘stroma of sheep corpuscles were separated into the chloroform 
soluble and the water soluble fraction. The method is as follows. 

Into 200 ce. of one per cent of suspension of the stroma of 
sheep corpuscles, hematoporphyrin is added in a concentration of 
0.1 per cent. After standing for one hour in a dark place, the 
mixture is irradiated in the Petri dish for three hours with two 
1000 watt electric lamps at a distance of 30¢m., avoiding an 
excessive heating by cooling it with an electric fan. The irradiated 
stroma suspension is made to pH 3 by addition of 0.1.N hydrochlorie 
acid and then mixed well with the same volume of alcohol. To 
the mixture the same amount of ether is added and shaken well. 
The etheral fraction is removed and the water fraction is treated 
repeatedly with ether as above until nothing is extracted in the 
etheral portion. The water soluble fraction is neutralized and 
sodium chloride is dissolved in a concentration of 0.85 per cent. 
The ether soluble fractions are added together and evaporated 
completely in a vacuum at a temperature of 40°C under a slow 
current of carbon dioxide gas. The dried material is dissolved 
in a mixture of 1 part of alcohol and 3 parts of ether and the 
filtrate is then evaporated. The chloroform solution of this dried 
material is shaken with water in order to remove the mixed hemato- 
porphyrin. The chloroform is evaporated and the residue is dis- 
solved in ether. The insoluble substance is removed by centri- 
fugation and the ether is evaporated. 

Using these fractions of the stroma of sheep corpuscles as an 
antibody detector respectively, the complement fixation reactions 
were performed against the heterogenetic antiserum above obtained. 
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The results are shown in a Table XIV. 
TABLE XIV. 
Complement fixation reaction, 
Antibody producer: Lipoid fraction of the stroma. 
No. of Antibody Unit of ae rs eRe sits 
rabbit detector 2 | 4 | 6 | 8 |Complement| Complement 
J Alcoholic extract 
45 of a dog kidney Ht | ik | He | Ht Ht tt 
46 ” +o] Hei] 4H O|s« HH +e 
47 ” eiip || aie i ate |) cite Ht 
48 ” +e | th | tt | ote Ht 
Pape Crude phospholipin 
oe of a dog kidney He | Re | ath | tt tt ci 
56 ” Hh | th | He OY oH +H 
57 ” At | tHe | th | tt +t 
58 ” ++ 4H 4H 4H Ht 
Water soluble fraction 
76 of a hydrolipin He | Ht | th | it te wt 
77 ” ‘tie |) aise |} aie! ante Ht 
78 ” ae |) step if autem || rue +t 
79 ” aie |i aie aur | sae Ht 
64 fone from a dog an | ae | ate | ot m uy 
95 ” He) tH | tte | Ht Ht 
96 ” Ht | th | at | Ht Ht 
O7 ” Hh + Ht tt +H 
TABLE XV. 
Complement fixation reaction. 
Antibody producer: Water soluble fraction of the stroma. 
: Unit of compl. Detector Antiserum 
No. of Antibody di at 
rabbit detector 2 | 4 | 6 | 8 | Complement] Complement 
& Alcoholic extract of a | 
46 dog kidney ca ea us a 
46 ” c= Hh | th | oth 4H 
47 ” a ++ Hh th tt 
48 ” + tH Ht | tH Ht 
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By: Crude phospholipin of | 
Te a dog kidney ele ce i Ht tt 
56 ” oS fearee yee | app ane 
Dil ” + | He] Ht | at +t 
Sh) ” eae If tue | ane tH 
Water soluble fraction : 
16 of a hydrolipin to) tt | ik | tt Ht tit 
etl ” == || sur |) aay sie Ht 
78 ” + | Ht | 4h | th tHe 
79 ” + | 4bo) Hh | He Hh 
| 
Globulin from a dog 
94 kidney Seu enti {faite Ht tt 
95 ” Sao | Sue |) aut at 
96 ” She | Eke) atic +t 
97 ” — | HH | | 4 tt 


It is clear from the results that only the water soluble frac- 
tion of the stroma is active as an antibody detector against the 
heterogenetic antibody. 


SUMMARY. 


1. The heterogenetic antibody can be produced in a rabbit 
serum by the immunization with the alcoholic extract of a dog 
kidney, combined with a pig serum as a schlepper. The active 
substance as an antibody producer is contained in the acetone 
insoluble portion of the alcoholic fraction, namely the phospholipin, 
whereas the acetone soluble fraction of the alcoholic extract lacks 
the heterogenetic antibody producing property. 

2. The phospholipin fraction of the alcoholic extract of a 
dog kidney loses the heterogenetic antibody producing property, 
when purified by a cadmium lipoid double salt method. 

3. When the crude phospholipin is hydrogenated and separat- 
ed into a water soluble and the chloroform soluble fraction, the 
active substance as an antibody producer is collected only in the 
former fraction. 

4. The globulin prepared from a dog kidney has a property 
to produce the heterogenetic antibody in the rabbit serum when 
injected. 
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5. The stroma of sheep red corpuscles fixes complement in 
the presence of the heterogenetie antibody, and the active substance 
as an antibody detector is collected only in the water soluble frac- 
tion. 

For this research, the expense of the work was paid from a 
grant given by the Ministry of Education to which we gratefully 
extend our appreciation. 
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EXPERIMENTELLE UNTERSUCHUNGEN UBER DIE 
BEZIEHUNGEN ZWISCHEN B-VITAMIN UND 
KOHLEHYDRATSTOFFWECHSEL. 


VON 


YUZO OKUGAWA. 


(Aus dem Biochemischen Institut des Praéfekturkrankenhauses zu Kobe. 
Vorstand: Dr. M. Takeda.) 


(Hingegangen am 30. November 1941) 


I. EQNuerrune. 


Es ist schon von Autoren festgestellt, dass bei Gefliigel und 
Saugetieren das Fehlen des B-Vitaminkomplexes eine Stérung des 
Kohlehydratstoffwechsels hervorbringt. Zuerst sind beziiglich des 
Kohlehydratstoffwechsels von Funk und Schénborn (1914) baw. 
Ogata (1920) bei B-avitaminédsen Tieren Versuche angestellt 
worden, um eine Hyperglykimie bei avitaminédsen Vogeln fest- 
zustellen. “Hine systematische Untersuchung tiber den inter- 
medidren Kohlehydratstoffwechsel erfolete aber erst im Jahre 1922 
bei Collazo. 

Bei B-vitaminfrei ernahrten Tieren hat Collazo eine starke 
Hyperglykamie nachgewiesen, welche einer initialen Hypoglykamie 
folet und gegen das Endstadium der Krankheit oft wieder etwas 
abklingt. Weiter hat er dabei eine Verminderunge der Toleranz 
fiir Kohlehydrate und eine Verarmung des Glykogens festgestellt 
und zwar mehr in der Leber als in den Muskeln. Schhesslich kam 
er zum Schluss, dass der Mangel an B-Vitamin eine St6rung des 
Kohlehydratstoffwechsels hervorbringt, die zwar mit der dia- 
betischen Stoffwechselst6rung in den Erscheinungen durchaus, aber 
mit denen der Zuckerkrankheiten gar nicht tibereinstimmt. 

Die aus allen diesen Untersuchungen uber den Kohlenhydrat- 
stoffwechsel bei B-Avitaminosen erreichten Resultate lassen sich 
wie folet zusammenfassen: Soweit es sich um die Untersuchungen 
iiber den Gehalt an Blutzucker bei B-Avitaminosen handelt, wollen 
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wir ausser den obengenannten noch eine Reihe von Unterswchungen 
erwihnen, welche einstimmig eine Zunahme des Blutzuckergehaltes 
genannt haben, wie Hosoda bei Tauben, Hirai bei Ratten und 
Hosokawa bei Kaninchen. Weiter hat Okamoto bei B-Mangel- 
krankheiten iiber den hydrolysierbaren Reduktionswert Versuche 
vorgenommen. Ferner haben Collazo und Morelli zum ersten 
Male bei B-Avitaminosen eine Vermehrung der Blutmilchsaure und 
in den Organen die Retention der Milchsaure festgestellt, was mit 
dem Resultate von Rosenwald und Negri tibereinstimmte. Die 
von Rubino und Collazo gefundene Tatsache, dass die Leber bei 
B-Avitaminosen je nach dem Stadium der Krankheit glykogenarm 
oder-frei sei, ist inzwischen von vielen Autoren bestatigt worden. 
(Abderhalden, Tanaka). 

Bei dem Hefeautolysate wurde schon (1923) von Collip,’ 
Funk und Bickel eme Wirkung im Sinne einer Blutzucker- 
senkung hervorgehoben und es ist von Bickel und Collazo bei 
den avitamindsen Tieren festgestellt worden, dass durch eine 
Insulininjektion nicht nur die Hyperglykamie beseitigt werden 
kann, sondern auch die Leber wieder mit Glykogen angereichert 
wird. 

Andererseits erhebt sich bei der Wirkung der Hefe bzw. der 
Reiskleie fiir Blutzuckersenkung und Glykogenbildung die Frage, 
ob die Wirkung spezifisch ‘ist und ob in diesen Stoffen insulin- 
abnliche Substanzen enthalten sind. 

Es gelang tiberdies Collip, Winter und Smith, Funk und 
Corbit sowie Gottschalk aus der Hefe Glukokinin herzustellen, 
dessen Wirkung der des Insulins abnlich ist. Nach Glaser und 
Halpern ist bei dem He-vautolysat eine aktivierende Wirkung auf 
Insulin wahrzunehmen. Im Zusammenhang mit den Vorgenannten 
haben hiermit Collazo und Pi-Suner mit ihren eingehenden 
Untersuchungen tiber den Wirkungsmechanismus von Insulin und 
Hefe auf den Kohlehydratstoffweechsel bei B-Avitaminosen darauf 
hingewiesen, dass eine durch Mangel an B-Vitamin hervorgerufene 
Krankheit nur mit B-Vitamin, nicht ein einziges Mal mit Insulin 
(das sich dabei nur auf seine gewohnliche Wirkung beschrinkt), 
heilbar ist. 


= 
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Die in der B-Gruppe enthaltenen Vitamine iiberhaupt sind 
heutzutage nach ihren physikalischen und biologischen Eigen- 
schaften in viele Gruppen eingeteilt worden. Im Laufe der 
letzteren Jahre haben sich auch viele Forscher mit dem Studium 
der Stoffwechselstérung beschaftigt, um zu _ erkliren, welche 
Faktoren der B-Vitamine dabei die Hauptrolle spielen diirften. 

Ks ist hervorgehoben worden, dass bei den B,-Avitaminosen 
Hyperglykimie (Takahashi) bzw. Leberglykogenverarmung 
(Oshima, Takahashi und Murakami) auftritt und eine Ver- 
abreichung des Vitamins B, eine betrachtliche Blutzuckersenkung 
(Takahashi) und einen Aufstieg des Leberglykogens (Ari- 
yama) mit sich bringt. Nakamura (1936) hat bei seinen Unter- 
suchungen an Ratten von By,- bzw. Bs-Avitaminosen eine Ver- 
minderung des Leberglykogens nachgewiesen. 

Die Untersuchungen von Collazo und Pi-Suner-Bayo tiber 
die St6rungen des Zuckerhaushaltes bei B-Avitaminosen, bei denen 
erhitztes Hefeautolysat unter vollkommener Zerst6rung von By- 
Vitamin zur Anwendung kam, ergaben, dass die Reguherungs- 
funktion des Kohlehydratstoffwechsels bei B-Avitaminosen aus- 
schhesslich dem Bo-Vitamin zuzuschreiben ist. 

In neuerer Zeit bildet das Studium der Beziehungen zwischen 
‘B,-Vitamin und Herzstérung eine brennende Frage, so ist zum 
Beispiel von Wirkins, Jones und Sure, Bickel, Strauss, 
Parade, Schroéder angenommen worden, dass die im Verlauf 
der Bj-Avitaminosen entstehende Herzinsuffizienz auf eine Stérung 
des Kohlehydratumsatzes im Herzmuskel zuriickzufiihren ist. 

Ausserdem wurde mit experimentellen Versuchen bei normalen 
Kaninchen (Lajos, Tislowitz) eine blutzuckersenkende und 
leberglykogenvermehrende Wirkung des B,-Vitamins festgestellt, 
dagegen wurden aber keine Beeinflussungen des B,-Vitamins auf 
den Blutzucker beobachtet (Gutmann, Kallfelz, Drigalski). 

Allerdings sind beziiglich der Forscher die Resultate ganz 
verschieden. Bei Verfolgung aller dieser Resultate kann man 
leicht ersehen, dass die Hauptrolle bei der Regulierung des Kohle- 
hydratstoffwechsels bei B-Avitaminosen auf das Vitamin B, zurtick- 
gufiihren ist, wie einige Forscher betonen, wihrend sie nach anderen 
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Forschern dem Vitamin Bz zuzuschreiben ist. 

Dabei stimmen aber die Resultate der Untersuchungen ins- 
besondere beziiglich der Wirkung des einzelnen Faktors der B- 
Vitamine auf den Kohlehydratstoffwechsel nicht tiberein. Diese 
Meinungsverschiedenheiten tiber die Beziehungen zwischen den 
einzelnen Faktoren und den Stérungen des Kohlehydratstoffwech- 
sels diirften auf den Verschiedenheiten der Herstellungsverfahren 
der Vitamine und der Fiitterungsweise beruhen. Um die Bezieh- 
ungen zwischen den einzelnen Faktoren der B-Vitamine und dem 
Kohlehydratstoffwechsel zu erklaren, scheint es mir von Interesse 
zu sein, zunachst unter systematischer und genauerer Analyse des 
Blutes und der Organe den Zuckerspiegel zu erforschen, indem die 
Fiitterung mit einem einzelnen Faktor der B-Vitamine zwangsweise 
vor sich geht. 

Als Zuckerspiegel des Blutes und der Organe habe ich ausser 
dem Blutreduktionswert und dem Glykogengehalt der Leber die 
folgenden Zuckerarten herangezogen. Es wurden Versuche zur 
folgenden Analyse angestellt, indem Blut, Gehirn, Brustmuskel und 
Leber unter verschiedenen Bedingungen herangezogen wurden: 

1. Blutzuckerbilder ; Gesamtreduktionswert, wirklicher Zucker- 
gehalt, Restreduktionswert und hydrolysierbarer Zucker (ge- 
bundener und freier) des Blutes. 

2. Zuckerspiegel der Organe; Glykogengehalt, freier wirk- 
licher Zuckergehalt und hydrolysierbarer Zuckerwert der Leber, 
der Muskeln und des Gehirns. 

In den bisherigen Arbeiten beschrankt man sich nur auf eine 
Bestimmung des Glykogengehaltes in der Leber oder in den 
Muskeln, um ein Merkmal der Zuckerhaushaltstérung zu erhalten. 
Yamamoto (aus unserem Institut) meinte, dass es unbedingt 
notwendig sei, ausser dem Glykogengehalt in den Organen noch 
den Spiegel anderer Zucker, wie des wirklichen und des hydro- 
lysierbaren Zuckers zu untersuchen, um ein klares Bild des Kohle- 
hydratumsatzes in den Organen darbieten zu kémnen. 

Da die Avitaminose aber manchmal durch den einheitlichen 
Hunger mit der Unterernihrung vergesellschaftet ist, so ist es 
schwer zu bestimmen, inwieweit die sich zeigenden krankhaften 
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Veranderungen auf das Fehlen des Vitamins oder einfach den 
Hunger zuriickzufiihren sein werden. Deshalb bin ich immer bei 
meinen Versuchen bei der zwangsweisen Fiitterung mit B-vitamin- 
freier Nahrung geblieben, um ein vergleichendes Bild der Zucker- 
splegel bei den avitaminésen und hungernden Tieren zu erzielen. 


Il. MerrnopiscHes. 


A. Zubereitung der Vitaminmaterialien, welche in meinen 
Versuchen zur Anwendung kamen. 


Als By-Avitaminose-Diat habe ich der Taube folgende Nahrung 
mit zwangsweiser Fiitterung verabreicht: Reismehl 81,0%, Casein 
10,0%, Salzmischungen nach Me. Collum 4,0%, Lebertran 2,0%, 
Orangensaft 1,0%, Hefepraparat (Ebios; 3 Stunden auf 120°C 
erhitzt.) 


B. Bestimmungsverfahren. 


Die Bestimmung des Blutes und Organanalyse wurden auf 
folgende Weise ausgefthrt : 

a) Das Blut wurde der V. jugularis entnommen und sofort 
der Reduktionswert nach der Methode von Hagedorn-Jensen, der 
wirkliche Zuckerwert nach der Methode von Doi mittels Hefe, der 
hydrolysierbare Zuckerwert (mit gebundenem und freiem) nach 
der Orcin-Methode von Yamamoto bestimmt. 

b) Zur Bestimmung von Glykogen, wahrem Zucker und 
hydrolysierbaren Zucker in den Organen benutzte ich die Orcin- 
schwefelsiure-Methode nach Yamamoto. Die Versuchstiere star- 
ben alle durch Ausblutungen. Aus der Leber, dem Muskel und 
dem Gehirne wurde je 1,0 gr herausgechnitten, um die Bestimmung 
des Glykogens, des wirklichen und hydrolysierbaren Zuckers 
vorzunehmen. Die Materialien wurden schnell gewogen, um dann 
in eine Lésung von Kalilauge (30 g/dl) gegossen zu werden, indem 
man das Verfahren von Yamamoto weiterbenutzte. 
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IIl. VERSUCHSERGEBNISSE. 
A. Blutzuckerspiegel bei der normalen Taube. 
a) Blutzuckerspiegel des gesamten Blutes. 

Es handelte sich um 16 normale Tauben, bei denen der Zucker- 
spiegel (Gesamtreduktionswert, der wirkliche Zucker, der Rest- 
reduktionswert und der freie hydrolysierbare Zucker) artalysiert 
wurde. Die daraus sich ergebenden Resultate zeigt Tabelle [. 


TABELLE I. 


Resultate der an 16 Tauben ausgefiihrten Versuche 
(Durchschnittswerte ) 


K6orpergewicht | Gesamtreduk- Restreduk- Wirklicher tes arial 
(e) tionswert tionswert Zuckerwert Trekowutart 
5 (mg%) (mg%) (mg%) (mg%) 
287 252 69 183 52 


Bei den Tauben waren die Werte der Zuckerfaktoren im Blute, 
insbesondere der Restreduktionswert und der freie, hydrolysierbare 
Zuekerwert, héher als bei Kaninchen bzw. Menschen. 

Wenn es auf den freien, hydrolysierbaren Zucker ankommt, 
so erzielte man ihn dadurch, dass von dem nach der Orzin-Methode 
im Blut erhaltenen Zuckerwerte der unter Verwendung von Hefe 
bestimmte Zuckerwert abgezogen wurde, und zwar stimmt dieser 
Wert mit dem des Polysaccharides bzw. Disaecharides, welches im 
Blut nicht reduzierbar vorhanden ist, tiberein. Da aber der Rest- 
reduktionswert im Blut der normalen Tauben verhidltnismissig 
hoher ist, so entstehen nicht unwesentliche Unterschiede zwischen 
dem aus den bisherigen Untersuchungen erzielten Zuckerwert 
(Gesamtreduktionswert) und dem wirklichen Zuckerwert. Der 
Kohlehydratstoffwechsel bei B-Avitaminosen, insoweit er den oben- 
genannten Gesamtreduktionswert zum Merkmal hat, muss einer 
neuen Untersuchung unterworfen werden, bei der der wirkliche 
Zuckergehalt ein Merkmal bildet. 
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b) Der Zuckerspiegel im Blutplasma der normalen Tauben. 


Wie Tabelle II zeigt, betrugen die Durchschnittswerte des im 
Blutplasma von 11 Tauben sich findenden (gebundenen oder 
hydrolysierbaren) Zuckergehaltes 105mg%, was sich gegeniiber 
den Werten bei anderen Tieren niedriger zeigt (nach Yamamoto), 
obschon sich der Orzinzuckergehalt in enteiweisster Fliissigkeit bei 
der erheblichen Hohe von 352 mg% fand. 


TABELLE II. 


Resultate der an 11 Tauben ausgefiihrten Versuche. 
(Durchschnittswerte ) 


Gesamtkohle- ge ae on Gebundener 
Korpergewicht hydrat im ME ac hydrolys 
Blutplasma A ee Zueck ~wert 
Ge) SL cea seb Flissigkeit a 
(mg% ) (mg7% ) (mg% ) 
258 457 352 105 


B. Der Blutzuckerspiegel bei B-avitamindsen und 
hungernden Tauben. 


Wurden die Tauben mit B-vitaminfreier Nahrung (mit 
Wasser und Salzmischung gemischtem geschiltem Reis) zwangs- 
weise gefiittert, so kamen bei den Tieren, binnen wenigstens 
14 Tagen und héchstens 18 Tagen, Krampfe vor. Wahrend dieser 
Fiitterung wurde den Tieren in Absténden von 2 oder 4 Tage Blut 
entnommen, um den Zuckerspiegel im Gesamtblut bzw. im Blut- 
plasma zu untersuchen. Die daraus sich ergebenden Resultate 
zeigt Tabelle III. 

Der wirkliche Zuckergehalt im Blut hat sich im Anfangs- 
stadium der Fiitterung in seinem Wert entweder nicht verandert 
oder’ in sehr leichtem Grade gesenkt, wihrend er einige Tage vor 
den Krampfanfallen miassig anstieg. In diesem Stadium stieg 
auch der Restreduktionswert etwas hoher. Da der bisher bei B- 
avitaminoésen Tauben beobachtete Gesamtreduktionswert die Summe 
des wirklichen Zuckers und des Reduktionswertes ist, kann man 
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TABELLE III (A). 


Der Zuckerspiegel im Gesamtblut bei B-avitaminodsen Tauben 
Ba as Le oe = ae se eee Joos 
SRE Se Ue loa S| eee be see le gee eaves 
ene Fa me |e 3 Bm ane 
25/11 vor 253 233 61 172 222 50 
27 2 253 224 a7) 170 220 50 
T/T 4 250 225 aff 175 234 9 
1 4 242 238 60 180 253 73 
8 it 237 249 66 187 267 80 
11 14 233 270 ees 198 300 102 
(Krampf) 
BSY/MUE vor 265 242 61 181 243 62 
| 27 2 261 239 61 178 241 63 
1/T1I 4 256 240 60 180 246 66 
2 4 8 250 248 64 184 254 70 
8 12 248 260 62 198 281 83 
12 15 240 272 70 202 300 98 
(Krampf) 
14/III vor 992 270 63 207 264 47 
16 2 290 | 275 60 215 260 45 
19 a) 286 272 61 211 263 52 
3 22 8 283 273 66 207 277 70 
26 12 OTT 294 70 924 300 16 
29 15 270 311 ts 238 334 96 
(Krampf) 
14/ISI vor 235 261 54 207 258 51 
16 2 230 250 50 200 249 49 
19 5 230 248 a2 196 249 53 
Z 23 9 223 269 59 210 270 60 
27 13 216 290 66 224 303 79 
30 16 210 305 git 234 315 81 
31 17 208 316 {fal 245 334 89 
(Krampf) 
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eo | 


» 2/1V vor 295 276 63 213 253 40 

4 2 293 242 60 182 210 28 

if 5 290 241 61 180 216 36 

9 7 288 240 50 190 251, 41 

iak 9 284 268 53 215 262 47 

14 12 280 280 58 222 273 51 

17 15 fe) 292 66 226 268 42 

19 17 pagal 310 68 242 280 38 

20 18 271 326 76 250 312 62 
(Krampf) 


TABELLE III (B). 


Der Zuckerspiegel im Blutplasma bei B-avitaminésen Tauben. 


Hicant Korper- Gesamt- mapas in pata on i 
Nr, Datum eee hai meee pater Fareardont 
freier Dit | ‘® Bo Geo MISS 
2/TII vor 259 419 317 102 
4 2 259 403 aes, 78 
7 5 258 415 345 70 
9 o 255 420 351 69 
: u 9 253 417 354 63 
14 12 250 426 360 66 
16 14 247 430 372 58 
18 16 240 437 387 50 
(Krampf) 
2/VII vor 288 412 311 101 
4 2 285 407 310 a7 
7 5 283 417 333 84 
9 7 280 416 338 78 
2 11 9 276 423 345 78 
14 12 275 413 340 73 
17 15 269 420 353 67 
19 17 266 429 370 59 
20 18 262 438 381 57 
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21/VII vor 220 511 403 108 

24 3 218 502 411 91 

27 6 212 524 443 81 

' 30 9 207 526 444 2 

2/VIII 12 200 538 463 75 

5 15 198 561 491 70 

7 AZ 194 598 536 62 
(Krampf) 

21/VIL yor 287 469 385 84 

23 2 284 451 385 66 

26 5 278 473 411 62 

29 8 272 480 417 63 

4 1/VIII we 269 497 436 61 

4 14 262 512 454 58 

6 16 257 525 468 57 

8 18 255 556 510 46 
(Krampf ) 

10/VIII yor 262 442 329 113 

13 3 261 431 333 98 

16 6 254 455 364 91 

20 10 248 467 380 87 

5 23 13 244 472 388 84 

26 16 241 480 402 78 

30 20 235 493 429 7A 

UST 29 233 498 437 61 
(Krampf) 

2/1X vor 305 431 333 98 

4 2 305 425 342 83 

6 298 421 344 17 

6 9 7 292 439 361 78 

12 10 286 445 380 65 

15 13 283 451 399 52 

19 17 278 474 425 49 
(Krampf) 
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beim tatsachlichen Zuckergehalt bei B-avitaminésen Tauben nicht 
so deutliche Zunahme erkennen, wie sie beim Gesamtreduktions- 
wert bei B-Avitaminosen beobachtet worden ist. Dagegen zeict 
aber der freie, hydrolysierbare Zucker im Blut bei B-Avitaminosen 
eine ziemlich deutliche Zunahme. Nach diesem Resultat kann man 
sich leicht vorstellen, dass im Blut der B-Avitaminose-Taube eine 
Vermehrung des nicht reduzierbaren Zuckers  stattfindet, der 
unabhangig von der Glykose vorhanden ist. 

Aber der an Eiweiss gebundene, hydrolysierbare Zucker im 
Blutplasma zeigt bei der B-avitaminésen Fiitterung eine allmidh- 
liche Abnahme, welche einige Tage vor den Krampfanfiallen noch 
deutlicher wird. 

Bei hungernden Tauben zeigt der wirkliche Zucker im Blut 
im Anfangsstadium des Hungers entweder keine Verinderung 
oder eine sehr kleine Abnahme. Einige Tage vor dem Hungertod 
begann er aber plotzlich sich betrachtlich zu vermehren. _Dagegen 
nehmen der an Kiweiss gebundene, hydrolysierbare Zucker wie bei 
B-Avitaminosen mit dem Hunger stufenweise ab, bis er sich kurz 
vor dem Hungertod um die Halfte herabsetzt. 


TABELLE IV (A). 


Der Zuckerspiegel im Gesamtblut bei hungernden Tauben. 


be lnomper-| He] Zee | 2 oee| abel sabes 

aaa S38 | ak | ASP AR OL 22 ale boo 
= Gs ool bicarle aia bei orc, BAe lees 
14/1 vor 260 235 73 162 923 61 
16 2 254 216 67 149 247 98 
“i 3 254 233 2 171 257 86 
18 4 250 239 68 171 266 © 95 
TAS oe 5 245 255 72 183 275 92 
20 6 237 285 74 211 313 102 
21 7 229 312 81 231 341 110 
23 9 222 414 94 301 398 97 

24 Tod. 


336 Y. Okugawa: 
14/1 vor 323 220 69 
16 2 318 215 72 
AW 3 310 228 71 
aha 1S 4 298 249 % 
“| 19 5 296 | 246 | 72 
20 6 290 286 83 
2 7 £87 398 91 
22 Tod. 
26/1 vor 265 249 76 
28 2 254 231 69 
29 2 253 234 71 
30 4 250 227 67 
31 5 248 248 73 
1/II 6 241 259 73 
2 t 241 270 79 
4 9 232 287 80 
5 10 226 296 85 
6 11 224 409 92 
7 12 220 429 99 
ee 8 Tod. 
S/II | vor 324 249 68 
10 2 317 232 65 
2 4 300 250 67 
14 6 285 262 68 
cael 7 275 268 64 
16 8 261 280 71 
18 10 250 305 73 
19 1 242 32I 72 
20 12 240 356 80 
21 Tod. 
8/II | vor 285 220 82 
10 2 270 220 84 
12 4 251 S11 80 
=| 38 5 243 234 84 
14 6 232 261 88 
15 220 280 90 
16 8 216 313 93 
17 Tod 
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TABELLE IV (B). 


Der Zuckerspiegel im Blutplasma bei hungerunden Tauben, 


Orcin- 
Hungers- Korper- Gesamt- zuckerwert in pp? 
Datum tage gewicht |Kohlehydrat enteiweisster Zickerwert, 
(g) (mg% ) Fliissigkeit (me%) 
(mg% ) 

25/V vor 330 456 368 88 
26 i 327 458 390 68 
27 2 320 471 429 42 
29 4 310 480 440 40 
30 5 290 496 459 AY 
aH Tod 
25/V vor 316 430 326 104 
26 i 310 444 346 98 
28 5 3038 458 375 83 
30 x 292 465 388 ae 

1/VI i 286 480 421 59 

2 to) 275 491 440 51 

3 Tod 

5/V1 vol 268 468 366 102 

6 1 264 460 358 102 

9 3 251 480 396 84 
11 x 240, 518 447 71 
13 ff 221 548 495 53 
14 Tod 
28/VI vor 285 445 347 98 
20 2 279 442 352 90 

2 4 278 456 382 74 
24 6 274 466 415 51 
26 8 266 475 425 50 
28 10 245 500 468 32 
29 Tod 
18/VI vor 286 481 374 107 
20 2 274 488 383 105 
22 4 268 494 398 96 
24 6 262 498 404 94 
26 8 257 511 424 87 
28 10 239 533 461 a2 
30 Tod. 
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Wenn man einmal den Zuckerspiegel im Gesamtblut oder im 
Blutplasma bei B-Avitaminosen und beim Hunger vergleicht, so 
ergeben sich die Durchschnittswerte, welche Tabelle V_ zeigt. 
Beziiglich der Unterschiede des Blutzuckerwertes bei B-Avit- 
aminosen, und bei hungernden Tieren zeigten sie sich nur beim 
wirklichen Zuckerwert deutlich. Der wirkliche Ween er im 
Blut nahm bei beiden Fallen zu, was bei den hungerden Tauben 
besonders deutlich bemerkbar war; also stiee der Wert um 76,3% 

r i | 
TABELLE V (A). 


Vergleich der Zuckérwerte in Gesamtblut vor der Fitterung mit 
B-Vitamin-freier Diit und bei ‘Krampfanfallen. 
(Durchschnittswerte bei 6 Fallen) 


| Wirklicher ioaaeaeatn 
Korpergewicht Zuckerwert ae y ee 
(g) | (Reduktion) “ on). 
| (mg% ) mg 7%, 
Sa — i 
Vor der Fiitterung ! 
mit B-vitaminfreier 268,0 196,0 50,0. 
Didt | 
Endstadium | - eas : i 
(Krampfanfall) Poe Cpa 89,4 
Zunahme oder L 
Abnahme (%) Tak: | a6 +73,8 


a 


TABELLE V (B). 


Vergleich der Zuckerwerte im Gesamtblut in Anfang- und 
Endstadium des Hungers. 
(Durchschnittswerte bei 6 Fallen) 


| 
Wirklicher — Fitiee 
Korpergewicht | Zuckerwert ae hydrolys. 
(g) (Reduktion) ~ | | ~2uckerwert 
: ; (mg%) >| | tv4mev%) 
Anfangsstadium ; 291,4 159,6 54,6. 
Endstadium | 237,0 281,4 | 90,2' 
Zunahme oder — - ae 
Abnahme' (%) —18,6 ' + 76,3 ; | + 65,2) 
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bei hungernde Tauben, wihrend er bei B-avitamidsen Tauben nur 
um 15,6% gegen den Anfangswert zunahm. Auch beim Kérper- 
gewicht betrug der Wert der Abnahme bei hungernden Tauben 
18,6%, dagegen bei B-avitaminésen Tauben' nur 8,7%. 


C. Der EHinfluss der Einspritzung von B-Vitaminen oder 
B,-Vitaminen auf den Blutzuckerspiegel bei 
| B. oder B,-Avitaminosen. 

Bei den mit B-Vitamin oder B,-vitaminfreier Nahrung ZWangs- 
weise ernihrten Tauben wurde ein Blutzuckerspiegel beobachtet, 
dessen Werte, wie sie sich bei Krampfanfallen bei Tieren ergaben, 
verglichen wurden. . 

Betreffs der Massregel gegen die Krampfanfalle wurden 
allerdings 0,3 ecm ,,Paranutrin“, ein Praparat vom Vitaminkomplex 
und 0,1 cem ,,Betaxin‘, ein Praéparat vom B,-Vitamin, den Tieren 
injiziert, um eine Hileichterung der Anfalle zu erzielen. Indem 
die Versuchstiere von da ab mit derselben Nahrung gefiittert 
wurden, bekamen sie taglich 0,3 ¢em Paranutrin oder 0,1 ¢¢m 
Betaxin injiziert, damit sich der Zuckerspiegel des Gesamtblutes 
(Gesamtreduktionswerts und wirklichen Zuckerwerts) allmahlich 
demjenigen Wert (Anfangswert) nihert, den die Tiere vor der 
Fiitterung mit B,-vitaminfreier Nahrung besassen. Dabei wurde 
beobachtet, in wie viel Tagen nach den Krampfanfallen der Blut- 
zuckerspiegel zum Antfangswert zuriickkehren konnte. 

Tabelle VI(A) zeigt die Veranderungen des Blutzuckerspiegels 
sowie des Koérpergewichtes bei B-avitaminésen Tauben, welche bei 
B,-avitaminosen Tauben in Tabelle VI (B) dargeboten sind. 

Hiermit werden die Tage, die die Versuchstiere in zur Wieder- 
kehr des Anfangsstadium ihres Zuckerspiegels nétig hatten, bei 
B-Avitaminosen und B,-Avitaminosen verglichen. Daraus ergaben 
sich die Duchschnittswerte, welche bei den ersteren 13,4 Tage und 
bei den letzteren 9,4 Tage betrugen. Betreffs der Veranderungen 
des Koérpergewichts nahmen die Tiere bei B-Avitaminosen 36 g 
und bei By-Avitaminosen 26,4 ¢ ab, bis bei ihnen die Krampfan- 
falle auftraten. | | 
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TABELLE VI (A). 


Verschiedene Zuckerwerte im Gesamtblut von Tauben in einfacher 


B-Ayitaminose und nach den Krampfanfallen bei Behandlung 


mit B-oder Bi-Vitaminpraparat. 


EE: Re ea eee ean eg = 
Senet @) (Oe She ea (er ee) ode 
3/IV vor 297 251 ieie 240 63 
16 13 270 270 186 2638 77 
23 20 262 283 201 303 102 
1 (Krampf) 
von 23/IV injiz. Betaxin 0.1 cem tiglich. / 
26/1V 3 252 273 190 279 89 
30 7 236 270 181 251 70 
4/V 11 264 248 163 235 72 
3/1V vor 350 239 167 226 59 
16 13 338 261 181 265 84 
22 19 320 272 190 288 98 
9 |(Krampf) 
von 22/IV injiz. Paranutrin 0.3 eem tiglich. 
25/1V 3 323 249 nae 250 78 
29 7 329 257 177 248 71 
3/V 11 337 246 170 235 65 
5/V Son 283 260 196 250 54 
15 10 260 280 211 293 2 
21 16 252 317 2d 335 98 
3 (Krampf) 
von 21/V injiz. Betaxin 0.1 cem tiglich, 
24 3 250 290 217 302 85 
28 Uf 256 280 213 283 70 
2/V1I Te 265 267 200 247 47 
5/V vor 273 245 185 249 64 
15 10 248 286 216 297 81 
26 2a 230 315 234 331 97 
(Krampf) : 
4 von 26/V injiz, Paranutrin 0,33 com tiglich. 
29 3 235 278 206 277 71 
2/VI 7 248 259 192 Papal 79 
5 10 250 258 194 264 70 
9 14 253 244 179 247 68 
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| 


4/VI 
15 
24 
(Krampf) 


28/VI 
1/VII 


vor 
11 
20 


von 24/VI injiz. 


Betaxin 
272 
270 
Die 
280 


283 


aHlak 4h 


216 
260 
284 


O.l ccm tagilich. 


247. 
248 
226 
220 


223 


299 
362 


400 


341 
350 
328 
319 
307 


83 
102 
119 


100 
102 
97 
99 
84 


TABELLE VI GB). 


Verschiedene Zuckerwerte im Gesamtblut von Tauben in Bi-Avitaminose 


und nach den Krampfanfillen bei Behandlung mit 
B-oder Bi-Vitaminpraparat. 


tee i ge A) aes. Baeeal wee 
ee S| SER | REGA/SPesa RRS A 
peaa| @) |°F “lese~ |e £27) 48 
7/11 vor 324 252 189 °66 77 
A 12 320 275 211 301 90 
19 19 314 290 226 32 95 
27 27 300 32: 248 368 120 
(Krampf) 
von 27/II injiz. Betaxin 0,1 cem t&glich. 
1/III 2 297 271 2038 326 12: 
4 5 294 290 224 347 123 
ff 299 P48 193 323 120 
7/11 vor 252 231: 170 240 70 
12 i) 251 249 186 269 83 
19 12 247 280 212 297 85 
es 28 21 22 i299 DG 324 97 
. (Krampf) 
von 28/II injiz. Paranutrin 0,3 cem tiglich. 
3/T1II 3 228 261 196 280 84 
ul it | 233 237 175 254 79 
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15/11 yor 268 | 250 183 299 | 59 
21 6 254! | 244 183, | ** 220 ik 2% 
27 12 246 257 194 260 66 
4/TII 18 23 275 205 294 89 


9 93 | 219 302 223 321 98 
3 |(Krampf) 
von 9/III injicz. Betaxin 0,1 cem tiglich. 


12/III 2 216 262 198 275 77 
15 5 220 271 207 273 66 
18 8 222 253 188 238 50 
21 in 295 252 180 228 48 
24 /TII yor 321 248 177 247 70 
29 5 315 247 173 245 72 
9/IV 16 299 300 218 340 122 
4 |(Krampf) 
von 9/IV injiz. Betaxin 0,1 ccm tiglich. 
12/IV 3 276 | 266 197 285 88 
16 4 285 253 179 259 80 
24/TIT | yor 306 223 (| 155 221, 66 
30 6. --| ~ 804-1~ -245- -} > 478 258 80 
-10/IV 17 ge51 | s27o 4)" gor 300 99 
(Krampf) | 
5 von 10/IV injiz. Paranutrin 0,3 ccm tiglich. 
13/IV 3: | 272 259 182 270 88 
17 | 7 276 954 | 179 264 85 
24 11a al ees 244 | 168 247 79 
24 14; |) 29 Pe vee ey Wh SS 224 71 


Wahrend einerseits den Versuchstieren nach den Krampf- 
anfallen Paranutrin oder Betaxin injiziert worden sind, so wurde 
anderseits bei ihnen die Zunahme des Kérpergewichtes becbachtet. 
So ergab sich, dass das Kérpergewicht bei dem Stadium, bei dem 
der Blutzuckerwert zu seinem Anfangswert zuriickehrte, sowohl 
bei B-Avitaminosen als auch bei B,-Avitaminosen nur in geringem 
Grade (bei der ersteren 40%, bei der letzteren 37% ) wiederkehrte. 

Ferner habe ich bei den B-avitaminésen Tauben und bei den 
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B,-avitaminésen Tauben die Zunahme des Blutzuckerwertes (der 
Restreduktion, des wirklichen Zuckers und des freien hydrolysier- 
baren Zuckers) verglichen, um damit die Durchschnittswerte zu 
erzielen, welche in Tabelle VII gezeigt werden. 


| 


TABELLE VII '(A), 


Zunahme des Blutzuckerwertes von Tauben in B-Avitaminose. 


(Durchschnittswerte bei 5 Tauben) 


Orcinzucker- 


Gesamtred.- Restreduk- Wark! f wert in entei- Freier 
eek owetwant Zuckerwert catenin hydrolys. 
(Reduktion ) Flissigkeit Zuckerwert 
(mg%) (mg%) | (mg%) ae (mg%) 
14 45 79 36 


59 


TABELLE VII'(B). 


Zunahme des Blutzuckerwertes von Tauben in Bi-Avitaminose. 
(Durchschnittswerte bei 5 Tauben) 


: Orcinzucker- = ea 
ae : eee Wirkl. ETB Freier 
Ge oan ed.- prenetena® Uaekorwort W Bee ents hydroly#. 

Me: is be (Reduktion) Phidsiakoit Zuckerwert 
(mg%) (mg%) (mg%) A (mg%) 
60 ila) 49 86 46 


—_ 


Weiter wurden den hungernden Tauben am 5. oder 6. Tage 
nach dem Hungerversuch tiglich 0,3 eem Paranutrin oder 0,1 cem 
Betaxin injiziert, um die Hinfltisse dieser Injektionen auf den Blut- 


zuckerspiegel zu beobachten. 


Wie Tabelle VIII zeigt, sind dabei 


sowohl bei B-Vitaminkomplex als auch bei B,-Vitamin Praparat 


keine Hinfliisse zu spitiren. 
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TABELLE VIII. 


Verschiedene Zuckerwerte im Gesamtblut der hungernden Tauben und 
Behandlungsresultate mit By oder B:-Vitaminpraparat. 


Gesamt-} Rest- Wirkl.- Orcin- . 
Hungets- reduk- reduk- {7 cokers zuckerwert in| Korper- 
Nr. Datum tage Mele pons wait enteiweisster gewicht 
: wert wert (ms%) Flissigkeit (g) 
(mg%) | (mg%) (mg% ) 
24/1V vor 247 80 168 242 269 
29 i) 259 83 176 286 252 
1 von 29/IV injiz. Paranutrin 0,3 eem taglich 
1/V if 290 90 200 336 238 
3 9 301 94 207 375 230 
ZS ot Tod 
24/1V vor 255 | 73 182 229 290 
30 6 307 79 228 320 260 
2 von 30/V injiz. Betaxin 0,1 cem tiaglich 
2/V 8 338 91 247 388 251 
4 Tod 
6/V vor 277 69 208 263 340 
12 6 295 69 225 292 223 
3 von 12/V injiz. Betaxin 0,1 cem tiglich 
14 8 306 74 232 365 216 
16 10 403 87 316 385 22 hd 
aly Tod 
6/V vor 282 65 217 257 315 
12 6 333 (fer 261 325 270 
4 von 12/V injiz. Paranutrin 0,3.cem tiglich 
15 9 ; 435 87 348 380 261 
17 Tod 


D. Die Zuckerbilder der Organe und des Gewebes bei 
hungernden und B-avitaminésen Tauben. 


Es handelt sich um die hungernden und B-avitaminésen 
Tauben, bei denen bei der Leber, beim Muskel und beim Gehirn 
Zuckerbilder verglichen wurden. Die daraus erzielten Resultate 
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Die Zuckerbilder der Leber, des Muskels und des Gehirns bei 
normalen Tauben. (Mittelwerte bei 6 Tauben) 


TABELLE IX (A). 
Die Zuckerbilder der Leber, des Muskels und des Gehirns 


bei normalen Tauben. 
(Mittelwerte bei 6 Tauben) 


Gebunde-| Orzinzucker- 
Gesamt- | Gesamt- oe ner wert in ent- 
kohle- hydrol. Faber Glykogen| hydroloys.| eiweisster 
hydrat Zucker i Zucker- | Fliissigkeit 
é Le Ree wert im Blut 
(mg%) | (mg%) | Gng%) | Gng%) | ereosy | Cmege 
Leber 4609 3043 1566 2566 477 
Muskel 1280 1052 228 718 334 226 
Gehirn %12 548 164 248 300 


Die Zuckerbilder der Leber, des Muskels und des Gehirns bei 
B-avitaminésen Tauben. (Mittelwerte bei 5 Tauben) 


TABELLE IX (B) 


Die Zuckerbilder der Leber, des Muskels und des Gehirns 
bei B-avitaminodsen Tauben. 
(Mittelwerte bei 5 Tauben) 


Gebunde-| Orzinzucker- 
Gesamt- | Gesamt- Prejer : ner wert in ent- 
kohle- hydrol. Z se Glykogen | hyaroloys.| eiweisster 
hydrat Zucker eres Zucker- | Flissigkeit 
; ; 2 wert im Blut 
(mg% ) (mg % ) (mg% ) (mg % ) (mg%) (mg%) 
Leber 3304 2147 iiisy? 1646 501 vor 
es : == 239 
Muskel 1105 922 183 506 416 =e ee 
i a = Bei Krampfan- 
Gehirn 660 520 140 221 299 ea ; 


Die Zuckerbilder der Leber, des Muskels und des Gehirns bei 
hungernden Tauben. (Mittelwerte bei 6 Tauben) 
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TABELLE IX (C). 
Die Zuckerbilder der Leber, des Muskels und des Gehirns 
hungerunder Tauben. 
(Mittelwerte bei 6 Tauben) 
Gebunde- | Orzinzucker- 
Gesamt- | Gesamt- Hreior ner wert in ent- 
kohle- hydrol. Fach Glykogen|hydroloys.| eiweisster 
hydrat Zucker bese Zucker- Fliissigkeit 
wert im Blut 
(mg% ) (mg% ) (mg7% ) (ng% ) (mg%) (mg%) 
Leber 1132 707 425 195 512 Rees 
mae 237 
Muskel 792 653 139 205 448 SSS 
5 Endstadium 
des Hungers 
Gehirn 567 439 128 114 325 364 


Wie Tabelle IX zeigt, kann man beim Vergleich der Zucker- 
bilder bei hungernden und B-avitaminosen Tauben bei der Leber 
eine deutliche Verschiedenheit erkennen. Betreffs der Abnahme 
des Gesamtkohlehydratgehaltes ergab sich bei hungernden Tauben 
75,5%, dagegen bei B-avitaminésen Tauben nur 28,3. Weiter 
ergab die Abnahme beim Muskel bei hungernden Tauben 38%, bei 
B-avitaminosen Tauben nur 10%. Beim Gehirn betrug sie bei 
hungernden Tauben 20%, wihrend bei B-avitaminosen Tauben nur 
8%. Bei der Abnahme der einzelnen Zuckerkomponenten erkannte 
man bei der Leber den deutlichsten Unterschied, bei dem der freie 
Zucker (Glykose) und Glykogen bei den hungernden Tauben ganz 
betrachtliche Abnahme Der Muskel nahm dann an 
Glykogengehalt bei den hungernden Tauben ab, was uns ziemlich 
deutlich auffiel. Die Werte bei gebundenem Zucker bei Leber und 
Gehirn zeigten sowohl bei hungernden als auch bei B-avitaminésen 
Tauben keine wesentlichen Veranderungen gegen normale Tauben. 


zeigten. 


IV. ZusAMMENFASSUNG. 


1. Beim Blutzuckerspiegel bei normalen Tauben, im Gegensatz 
zu dem bei Kaninchen, nahmen sowohl der Gesamtreduktionswert 
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als auch der wirkliche Zuckerwert zu; der Restreduktionswert und 
der freie hydrolysierbare Zuckerwert zeigten eine betrichtliche 
Zunahme. 


2. Beim Vergleich des Blutzuckerspiegels nahm der wirkliche 


Zuckerwert im Blut bei den B-avitaminésen wie bei den hungern- 
den Tauben zu, was bei dem letzteren Falle besonders auffallend 
war, indem der Zuwachs dabei 76% hoher .als der Anfangswert 
war, wahrend er beim ersteren Falle nur 16% betrug. Die anderen 
Zuckerwerte im Blut (Restreduktionswert, der freie hydrolysier- 
bare Zucker und an Eiweiss gebundener Zucker) liessen nicht 
wesentliche Schwankungen erkennen in der Weise, dass der freie 
hydrolysierbare Zucker in erster Linie, dann der Restreduktions- 
wert je in geringem Grade zunahmen, dagegen der letztere betricht- 
lich abnahm. 

3. Um zu erklaren, welcher Faktor vom B-Vitamine bei der 
Kohlehydratstoffwechselst6rung die Hauptrolle spielt, haben wir 
mit den B-Avitaminosen und den B,-Avitaminésen einerseits den 
Zuckerspiegel im Blut verglichen, anderseits die Regulierung des 
Kohlehydratstoffwechsels beobachtet, welche sich bei der Hinsprit- 
zung von B- oder B,-Vitaminen gegen die Krampfanfalle zeigte. 
Damit war ersichtlich, dass keine besonderen Verschiedenheiten am 
Blutzuckerspiegel bei den B- und B,-Avitaminosen zu spiiren waren 
und dabei dieser abnorme Kohlehydratstoffwechsel durch die Ver- 
abreichung von B-Vitamin-Praparaten gut reguliert werden konnte. 

4. Der Versuch, bei dem beobachtet wurde, in wieviel Tagen 
die Stérungen vom Zuckerhaushalt durch die Einspritzungen von 
,Paranutrin’ oder ,,Betaxin“ beseitigt werden konnten, (die 
Einspritzungen wurden beim Krampfanfalle an B- oder B;-avitami- 
nosen Tauben vorgenommen), ergab bei B-Avitaminosen 13; By- 
Avitaminosen 9 Tage. 

5. Die Stérungen im Zuckerhaushalt beim Krampfanfalle 
kénnen zwar mit der Verabreichung von B- oder B,-Vitaminen 
kontrolliert werden, aber das Kérpergewicht kehrte dabei nur 
geringen Grades zum Anfangswert zurtick. ; 

6. Die Kohlehydratstoffwechselstérungen bei den hungernden 


Tauben sind mit dem B- oder B,-Vitamin-Praparate niemals zu 
, 
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regulieren. 

7. Mit diesen Resultaten kann man feststellen, dass die 
Kohlehydratstoffwechselstérungen durch die Abwesenheit vom 
B,-Vitamin im B-Vitaminkomplex hervorgerufen werden und 
die Regulierungsfunktion des Kohlehydratstoffwechsels bei B- 
Avitaminosen der Wirkung des By,-Vitamins zuzuschreiben und 
zwar ist sie bei B-Avitaminosen spezifisch. 

8. Betreffs der Zuckerbilder der Leber, des Muskels und des 
Gehirns gibt es. bei hungernden und B-avitaminosen Tauben grosse 
Verschiedenheiten. Besonders ist es bei der Leber auffallend, weil 
die Abnahme des Gesamtkohlehydratgehalts bei der Leber bei 


ir FOF. 


hungernden Tauben 75,5%, dagegen bei B-Avitamindsen 28.3% 
ausmacht. 

Bei der einzelnen Zuckerkomponente zeigen sich freier Zucker 
und Glykogen in der Leber bei hungernden Tauben als bei B- 
Avitaminosen betrachtlich vermindert, was uns besonders auffiel. 


‘ 
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UBER EINEN INHIBITOR DER GLYOXALASE. 
VON 


KIYOMATU ISIMOTO. 


(Aus dem biochemischen Institut der medizinischen Fakultit Niigata. 
Direktor: Prof. Dr. N. Ariyama.) 


(Eingegangen am 30. November 1941) 


Pankreas enthalt nach Dakin und Dudley (1913) eine Sub- 
stanz, die die Wirkung der Glyoxalase hemmt, die die Glyoxale 
(ZB: Methylglyoxal ) in die ihnen entsprechenden Oxysiuren 
(z. B. Milchséure) umwandelt. Die Feststellung, dass diese Sub- 
stanz ihrer Natur nach fermentlich ist, veranlasste sie, dieser 
Substanz den Namen Antiglyoxalase zu geben. Spiterhin wurde 
von anderen Autoren bewiesen, dass Antiglyoxalase auch in der 
Niere vorkommt [Platt & Schroeder (19384); Woodward, 
Munro & Schroeder (1985); Nagaya, Yamazoye & Naka- 
mura (4936); Purr (19388). 

Wie bekannt, bedarf Glyoxalase als Koferment Glutathion. 
Nach Nagaya, Yamazoye und Nakamura (19386) und Yama- 
zoye (1986) ist der Wirkungsmechanismus der  Glyoxalase 
folgender: Zuerst katalysiert das Ferment die Verbindung zwischen 
Glutathion und dem Substrat Methylglvoxal, dann wirkt es weiter 
auf diese Verbindungssubstanz ein und spaltet sie auf in Mileh- 
sdure und Glutathion. Der Wirkungsmechanismus der in der 
Niere befindlichen Antiglyoxalase ist nach Nagaya, Yamazoye 
und Nakamura (1936) folgender: Diese Antiglyoxalase wirkt 
auf Glutathion ein und spaltet es auf. Daraus bildet sich eme 
Substanz, die positive Cystein-Reaktion ergibt. Dieses Reaktions- 
produkt verbindet sich mit Methylglyoxal, und zwar mit derselben 
Geschwindigkeit wie Glutathion, Glyoxalase aber vermag auf diese 
Verbindungssubstanz nicht mehr einzuwirken. So hemmt also die 
Antiglyoxalase die Wirkung der Glyoxalase dadurch, dass sie das 
Koferment von Glyoxalase, Glutathion aufspaltet. Nach Purr 
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(1938) soll das Wesen der Antiglyoxalase von Pankreas und Niere 
eine Iminopolypeptidase sein. 

Nach Foster und Woodrow (1924), Foster (1925), Ari- 
yama (1928) und Sakuma (1980) befindet sich im Pankreas aus- 
serdem noch ein anderer Inhibitor der Glyoxalase, der eine grosse 
Hitzebestindigkeit aufweist, und daher nicht-fermentlich sein 
kann. Um die chemischen Higenschaften dieses Inhibitors der 
Glyoxalase einmal klar zu stellen, habe ich nun eine Reihe von 
Versuchen gemacht, deren Ergebnisse in dem hiér folgenden 
Bericht niedergelegt sind. 


T. UNTERSUCHUNGSMETHODE ZUR F'ESTSTELLUNG DER 
HEMMENDEN WIRKUNG DES INHIBITORS 
DER GULYOXALASE. 


Das Troeckenpriparat der Kaninchenleber, das nach dem Ver- 
fahren von Sakuma (1930) hergestellt wurde, diente als Ferment. 
Die Wirksamkeit dieses Leberpulvers als Glyoxalase veranderte 
sich mehrere Jahre hindurch kaum, wenn man es im Exsiccator 
iiber Schwefelsiure aufbewahrte. Um die Fermentlésung herzu- 
stellen, wurden 15 bis 20 cem Wasser pro 1g zum Leberpulver 
hinzugesetzt, bei 37°C aufbewahrt, von Zeit zu Zeit geschiittelt, 
und nach Ablauf emer Stunde filtriert. 

Der Versuch, eine hemmende Wirkung irgendeiner Substanz 
auf Glyoxalase zu erwirken, wurde folgendermassen ausgefiihrt : 
In einen 50 cem-Messkolben wurden 5 cem der Fermentlésung, ein 
bestimmtes Volumen der Lésunge der zu untersuchenden Substanz 
(Inhibitor der Glyoxalase) und 2¢em der 0,1M Methylglyoxal- 
lésung (14,4 mg) hineingegeben, der Kolhen mit Borsiiure-Borax- 
Pufferlosung (Pr 7,0) bis zu 50 cem gefiillt. Dieser Ansatz wurde 
dann bei 37°C aufbewahrt und von Zeit zu Zeit Proben zur 
Bestimmung der Menge des jeweils iibriggebliebenen Methylely- 
oxals entuommen. Dazu bediente man sich der kolorimetrischen 
Methode von Ariyama (1928). Beim Kontrollversuech wurde an 
Stelle der Loésung der zu untersuchenden Substanz die eleiche 
Menge Wasser gebraucht. 

Da die hemmende Wirkung der antiglyoxalatischen Substanz 
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sich durch den Kontakt dieser Substanz mit Glyoxalase im Ver- 
haltnis zur Linge der Inkubationszeit vermehrt, und bei zweistiin- 
digem Kontakt im allgemeinen fast maximal hervortritt, pflegte man 
fast immer, antiglyoxalatische Wirkung bei zweistiindigem Kontakt 
der zu untersuchenden Substanz mit Glyoxalase in Anwesenheit 
von Borsaure-Borax-Pufferlosung (Pu 7,0) zu untersuchen. In den 
folgenden Experimenten sind die Ergebnisse iiber die hemmende 
Wirkung des Inhibitors der Glyoxalase, wenn nicht anders gesagt,” 
immer nur bei zweistiindigem Kontakt dargestellt. 


II. Der iw Gewesen purcH AUTOLYSE ENTSTANDENE 
INHIBITOR DER GLYOXALASE. 


Zur Ausfiihrung der Versuche wurde kaufliches Pankreatin- 
Praparat gewahlt, da diese Substanz mit Pankreas verwandtschaft- 
liche Beziehung hat, und auf seine antiglyoxalatische Wirkung 
geprift. Dabei stellte sich heraus, dass die Wirksamkeit des 
Pankreatins als Antiglyoxalase von dem Grade des Alters abhing. 
Altere Priparate waren in ihren antiglyoxalatischen Wirkungen 
immer viel starker als die neueren. Der Grund dafiir schien zu 
sein, dass im Gaufe der Veraltung im Pankreatin wahrscheinlich 
eine antiglyoxalatisch wirksame Substanz, und zwar durch eine 
autolyse-ahnliche Abartung entstehe. Um diese naher festzustellen, 
wurde folgender Versuch gemacht. Eine 10%ige Emulsion von 
neuem Pankreatin (Praparat nach Pharmacopoeia Japonica) wurde 
hergestellt, ein wenig Toluol hinzugesetzt und bei 87°C 48 Stunden 
lang aufbewahrt. Nach Ablauf dieser Zeit wurde wieder eine 
10%ige Emulsion vom Pankreatin frisch hergestellt, und beide 
Priparate, nimlich das aufbewahrte und das frisch hergestellte, 
wurden filtriert, je 2,5ecem der Filtrate wurden inbezug auf ihre 

‘antiglyoxalatische Wirksamkeit verglichen. Das Resultat dieses 
Versuches zeigt Tabelle I. Das bei 37°C 48 Stunden lang auf- 
bewahrte Pankreatin zeigte tatsachlich, wie erwartet, starkere 
Wirksamkeit als das andere. 

Mittels weiterer Versuche wurde festgestellt, dass die anti- 
glyoxalatische Wirksamkeit des Pankreatins sich durch Dialyse sehr 
bedeutend verminderte, sich aber durch Erhitzung auf 130°C 
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‘ 
TABELLE I, 
Antiglyoxalatische Wirksamkeit des frischen und des 
autolysierten Pankreatins. 


A. 2,5 cem des Filtrates der bei 37°C 48 Stunden lang aufbewahrten 10%igen 
Emulsion des Pankreatins+5c¢em Glyoxalaselosung +35 cem Borsaure- 
Borax-Pufferlésung (Pu 7,0). 

B. 2,5 ¢em des Filtrates von frisch hergestellter 10%iger Emulsion des Pan- 
kreatins; andere Bedingungen wie bei A. 

Kontrolle. 2,5 ccm Wasser an Stelle des Filtrates vom 
Bedingungen wei bei A. 

Jeder Ansatz bei 37°C 2 Stunden lang aufbewahrt, 2 cem 0,1 M Methylglyoxal- 

losung (14,4 mg) hinzugefiigt, mit Pufferlosung bis zu 50 ecm gefiillt, bei 37°C 

aufbewahrt, Proben zur Bestimmung der jeweils iibriggebliebenen Menge von 

Methylglyoxal entnommen. 


Pankreatin; andere 


A B 


Kontroll. 
Zeit c 
(Min) Methylglyoxal-Verbrauch 
mg % | mg Jo mg %o 
15 0,8 5,8 1.2 8,5 9,3 64,5 
30 1,6 11,0 252 15,5 14,4 100,0 
45 2,0 14,0 2,9 20,0 
60 2,4 16,5 250 24,3 
90 3,2 22,0 4,4 30,5° 
=z 


TABELLE IT. 
Autolysenzeit und antiglyoxalatische Wirksamkeit des Autolysates 
von Schweinepankreas. 
Schweinepankreas + 3 fache Menge Wasser + ein wenig Toluol, bei 
37°C aufbewahrt. Proben auf 100°C 30 Minuten lang erhitzt, filtriert. 
Je 5ccem der Filtrate fiir die Untersuchung gebraucht. 


Autolysenzeit (St.) 
Kontroll. 
Zeit 0 | 4 | 10 20 48 
(Min. ) — ¥ 
Methylglyoxal-Verbrauch 
mg | % |mg| % |mg| % |mg| % |mg| % | mg| % 
15 8,9} 61,5) 5,8] 47,5] 4,4) 30,8] 3,4] 23.8] 1,3 8,8] 0,8 ONL 
30 14,4 |100,0) 13,0} 90,0} 8,8) 61,0] 6,8) 47,6] 2,1 | 14,5 1,4 | 10,0 
45 14,4 |100,0| 12,4] 86,2} 9,8| 68,0] 2,9 | 19,8] 1,8 | 12,5 
60 14,4 |100,0| 12,4) 86,4] 3,4 | 23,8) 2,1 | 14,5 
90 14,4 |100,0} 4,2 | 29,0 2,4 | 16,5 
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2 Stunden lang zum groéssten Teile hielt. Diese Feststellung 
berechtigte zur Schlussfolgerung, dass im Pankreatin ausser der 
Antiglyoxalase noch ein Inhibitor von nicht grossem Molekular- 
gewicht vorhanden sein miisse. 

Um nun zu erfahren, ob im Pankreasgewebe selbst durch 
Autolyse auch ein Inhibitor der Glyoxalase gebildet werde, wurde 
folgendes Experiment gemacht. Es wurde eine Emulsion von 
Schweinepankreas mit einer 3 fachen Menge Wasser hergestellt, 
ein wenig Toluol hinzugesetzt, dann das Ganze bei 37°C aufbewahrt 
und so autolysiert. Von Zeit zu Zeit wurden der Emulsion Proben 
enthommen, die auf 100°C 30 Minuten lang erhitzt und dann 
filtriert wurden. Je 5ceem der Filtrate wurden auf ihre anti- 
elyoxalatische Wirkung untersucht. Tabelle II zeigt das Resultat 
dieses Versuches. Wir sehen, dass das Pankreas seine antiglyoxala- 
tische Wirkung im Verhialtnis zur Linge der Autolysenzeit pro- 
gressiv erhohte; mit anderen Worten, im Pankreas entstand durch 
Autolyse ein Inhibitor der Glyoxalase, der sich im gleichen Masse 
zur Autolysenzeit vermehrte. 

Um weiter zu erfahren, ob es nicht nur dem Pankreas, sondern 
auch anderen verschiedenen Geweben moglich sei, durch Autolyse 
einen Inhibitor der Glyoxalase zu bilden, wurde folgender Versuch 
eemacht. Es wurde je eine Emulsion von Muskel, Gehirn, Knochen 
(ein harter Knochenteil mit Knochenmark), Niere und Leber eines 
Kaninchens mit einer 4 fachen Menge Wasser hergestellt, ein wenig 
Toluol hinzugesetzt, bei 37°C aufbewahrt und so autolysiert. Nach 
48 stiindiger Aufbewahrung wurden diese Emulsionen auf 100°C 
30 Minuten lang erhitzt und dann filtriert. Je 5cem der Filtrate 
wurden auf ihre antiglyoxalatische Wirksamkeit gepruft. Das 
Resultat dieses Versuches zeigt Tabelle III. Man sieht, dass jedes 
Gewebe antiglyoxalatische Wirksamkeit erzielte, und was den Grad 
der Intensitat der Wirksamkeit angeht, in der hier aufgezeichneten 
Reihenfolge: Niere, Leber, Gehirn, Knochen, Muskel; bei Niere und 
Leber war die Wirksamkeit besonders stark. Leber enthalt in 
frischem Zustande bekanntlich Koferment fiir Glyoxalase; daher 
fordert frische Leber die Wirkung der Glyoxalase. Im obigen 
Falle jedoch trat die gegenteilige Wirkung ein d.h. die Leber 
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TABELLE III. 
Antiglyoxalatische Wirksamkeit der Autolysate von verschiedenen 
Geweben des Kaninchens. 


Jedes Gewebe+4fache Menge Wasser + ein wenig Toluol, 37°C 48 
Stunden, 100°C 30 Minuten, filtriert. 
Untersuchung gebraucht. 


Je 5cem der Filtrate fiir die 


Kontroll. Muskel Knochen Gehirn Leber Niere 

Zei re 
cnn Methylglyoxal-Verbrauch 

mg | % | mg] % |mg/ % |mg/| % | mg| % |mg!| % 
ity 91) 68,0! 6,8) 47,0) 5,2: 36,5) 4,11) 2855 )) I84 i2jo) 2 8,5 
3 14,4 |100,0] 13,2] 91,5} 10,2} 70,8) 7,8) 54,5| 3,4] 23,8] 2,4 | 17,0 
45 14,4 |100,0| 14,4 |100,0| 11,3] 78,2) 4,8] 33,2) 3, Dry Ia 
60 14,4 |100,0} 6,0] 42,2} 4,7 | 32,5 
90 8,2 57,0) 6,3 | 44,0 


TABELLE IV. 
Autolysenzeit und antiglyoxalatische Wirksamkeit des Autolysates 
von Kaninchenleber. 


Untersuchungsmethode und Bedingungen die gleichen wie beim 
Versuch von Tabelle II. 


Autolysenzeit (St.) 
Kontroll. a 
Zeit 0 1 2 | 3 | 4 5,0 
(Min. ) 3 
Methylglyoxal-Verbrauch 
mg | % |mg| % mg % /mg| % mg, % mg % | me] % 
10°) |) 2) 2 '10,8) 70,6| 2 eimsal eS eeerheneee 
15 | 11,5] 80,0] 14,4|100,0| 4,9/ 41,3 | 2,0/14,0 19]13,3 12| 8,7| 1,4] 9,5 
30 | 14,4 100,0 10,5 73,0) 3,81 26,5] 3,5 24,3, 2,3 | 16,0| 2,6| 18,0 
45 14,4 |100,0 | 5,3} 37,0] 4,9| 34,2! 3,3 23,3} 3,7 | 26,0 
60 6,8 | 46,8) 6,2 | 43,2) 4,4 | 30,5) 4,9 | 34,0 
90 9,2 | 64,0) 8,6 | 60,0) 6,3 | 43,8) 6,9} 48,0 


hemmte die Wirkung der Glyoxalase, wenn man sie autolysieren 
hess, und zwar aus dem Grunde, weil sich dabei ein Inhibitor der 
Glyoxalase bildete. 


Es sei hier noch ein Bericht beigefiigt tiber einen anderen 
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Versuch, der inbezug auf den Inhibitor der Leber gemacht wurde. 
Es wurde eine Emulsion von Kaninchenleber mit einer 3 fachen 
Menge Wasser hergestellt, ein wenig Toluol hinzugesetzt und bei 
37°C aufbewahrt. Von Zeit zu Zeit wurden der Emulsion Proben 
entnommen, die auf 100°C 30 Minuten lang erhitzt und dann 
filtriert wurden. Je 5cem der Filtrate wurden auf ihre anti- 
glyoxalatische Wirkune untersucht. Das Resultat dieser Unter- 
suchung zeigt Tabelle IV. Leber erzielte demnach, im Gegensatz 
zum Pankreas, schon in relativ kurzer Autolysenzeit eine sehr stark 
antiglyoxalatische Wirksamkeit. Bei diesem Versuche wurde schon 
bei 4 stiindiger Autolyse ein Maximum erreicht. 

Ein weiterer Versuch ergab, dass frische Kaninchenniere und 
frische Kaninchenleber, wenn man sie im <Autoklav auf 130°C 
2 Stunden lang erhitzte, auch eine ahnlich stark antiglyoxalatische 
Wirksamkeit erzielten wie bei Autolyse. 

. So entstand also ein Inhibitor der Glyoxalase, wenn ver- 
schiedene Gewebe durch Autolyse oder Autoklavierung auf- 
gespalten wurden. Das dtirfte bedeuten, dass ftir die Entstehung 
des Inhibitors die Aufspaltune der Gewebe sicher notwendig war. 


III. RemNIgGUNG DES DURCH AUTOLYSE ENTSTANDENEN 
INHIBITORS DER GLYOXALASE. 


Um ein stark wirksames Konzentrat des durch Autolyse ent- 
standenen Inhibitors der Glyoxalase zu erzielen, ferner, um ihn, 
wenn mdoglich, rein zu isolieren, wurde eine Reihe miihevoller 
Versuche gemacht, deren erster Fall zu eimem vollen Erfolge 
fiihrte; insofern némlich ein Konzentrat der Substanz zustande 
kam, das bei Priifung mit einer relativ sehr kleinen Menge eine 
sehr stark antiglyoxalatische Wirkung zeigte. Die Autolysate von 
Leber, Niere und Pankreatin wurden nach dem im folgenden 
Schema aufgezeichneten Verfahren behandelt. 

Um zuerst einen Niederschlag von Eiweiss aus der Autolysat- 
losung des Gewebes zu erzielen, wurde die Losung auf 100°C 30 
Minuten Jang erhitzt, und durch darauffolgende Filtration die 
‘hitzekoagulierbare Substanz beseitigt. Die antiglyoxalatische Sub- 
stanz ging dabei gar nicht in das Koagulat tiber. Die Mutter- 
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Autolysatlosung des Gewebes 


100°C 30 Minuten, — Se 
Filtration. j 


if 
\ 
v 
Vi 


Filtrat Niederschlag 
Hinengung, 
Zusetzung 4 facher Menge Methanol, | 
Filtration. 
v y 
Filtrat Niederschlag 
Einengung, ike tie 
Filtration. | 
v v 
Filtrat Niederschlag 
Zusetzung von 30% HgSO; in 10% H2SOu, rota 
Filtration. | J 


Niederschlag Filtrat 


Beseitigung von Hg mit H:S, 
Beseitigung von HsSO. mit Baryt, |} 


Hinengung, 
Filtration. 
Y Y 
Filtrat Niederschlag 
Zusetzung heiss gesittigter Ag2SO.-Losung, eetec 
Filtration. J 
v 


Niederschlag Filtrat 


Beseitigung von Ag mit H2S, 
Beseitigung von H:SO. mit Baryt, }—_———_ 
Einengung, 

Filtration. “ 


L 

Filtrat Niederschlag 
Abdampfung. | 
Stark wirksames Konzentrat 


l6sung wurde dann durch Eindampten eingeenet. Als Athanol 
dieser Losung hinzugesetzt wurde, drang ziemlich viel antigly- 
oxalatische Substanz in den dadurech entstandenen Niederschlag 
ein. Daher wurde die Behandlung mit Athanol aufgegeben. Bei 
einem Versuch mit Methanol ging fast gar keine wirksame Substanz 
in den damit erhaltenen Niederschlag iiber. Daher wurde der 
durch Zusatz von 4 facher Menge Methanol entstandene Nieder- 
schlag beseitigt. Dann wurde Methanol aus der Mutterlosung 
durch Hindampfen beseitigt, und die Lésung weiter eingeengt. 
Wahrend der EHinengung entstand ein antiglyoxalatisch nicht 
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wirksamer Niederschlag, der ebenfalls durch Abfiltrieren beseitigt 
wurde. Dann wurde der Mutterlésung eine 30% ige Quecksilber- 
sulfatlosung, die durch Auflésen dieser Substanz in 10%ige 
Schwefelsdureldsung hergestellt wurde, hinzugesetzt. Dadurch 
entstand ein Niederschlag, in dem sehr viel antiglydxalatische Sub- 
stanz enthalten war. In der Mutterlosung blieb zwar noch etwas 
von der wirksamen Substanz zuriick, man vernachlissigte sie 
jedoch. Der Niederschlag wurde mit Schwefelwasserstoff auf- 
gespalten, und der dabei entstandene Niederschlag von Queck- 
silbersulfid durch Abfiltrieren beseitigt. Dann wurde die in der 
Losung, vorhagdene Schwefelsdure mit Baryt vorsichtig d.h. unter 
Vermeidung tibermassigen Zusatzes von Baryt beseitigt. Die 
Loésung wurde dann eingeengt. Wahrend der Hinengung entstand 
ein nicht wirksamer Niederschlag, der abfiltriert wurde. Durch 
Abdampfung der Mutterlosung erhielt man ein Konzentrat, das 
beim Versuch mit einer immerhin kleinen Menge eine sehr stark 
antiglyoxalatische Wirkung ausléste. Tabelle V zeigt die anti- 
olyoxalatische Wirksamkeit von je 20 mg der Konzentrate, die aus 
den Autolysaten von Schweineniere, Schweineleber und Pankreatin- 
Praparat bei dieser Zwischenstufe des Reinigungsverfahrens ent- 
standen. Das aus der Niere gewonnene Konzentrat war demnach 


TABELLE V. 
Antiglyoxalatische Wirksamkeit von je 20mg der Konzentrate, gewonnen 
aus verschiedenen Autolysaten durch Fallung 
mit Quecksilbersulfat. 


Schweine- Schweine- Pankroatin Leantrallt 
niere leber 
Zeit - _ — 
(Min. ) Methylglyoxal-Verbrauch 
| mg % mg % mg %o mg % 
dlisy Fil O53 Paes) api iGo 1,8 12,3 8,6 6,0 
BL ie TONKS) 4,5 yp 14,0 One 25,0 14,4 100,0 
45. al 66,9 6,4 2,9 20,0 5,3 36,5 
60 il 7,5 els 26,0 6,8 47,3 
90 1,4 9,7 5,2 36,2 9,2 64,0 
i 
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TABELLE VI. 


Antiglyoxalatische Wirksamkeit des Konzentrates, gewonnen aus dem 
Autolysat von Schweineniere durch Fallung 


a mit Silbersulfat. 
° | Gebrauchte Menge des Konzentrates (mg) 
Kontroll. e aliases ; “ 
; | 5 10 15 
Zeit A tf ive | 
tiie) Methylglyoxal-Verbrauch 

mg Jo mg Jo. ing %o mg Jo 
15 heSine ei 1590 2,0 14,8 152 9,0 0,5 3,0 
30 14,4 100,0 4,0 27,9 2,2 Lowe e WUSté 5,0 
45 | 5,9 41,0 2,8 ae 0,9 6,5 
60 | (oe 51,0 ayo 23,4 Le 1,0 
90 99 68,5 3, 27,0) , 733 9,0 


in der antiglyoxalatischen Wirksamkeit am starksten. 

Als man der Lésung des Konzentrates, das mittels Fallung 
durch Quecksilbersulfat gewonnen worden war, eine heiss gesattigte 
Losung von Silbersulfat hinzusetzte, entstand ein Niederschlag. 
Dieser Niederschlag wurde mit Schwefelwasserstoff aufgespalten, 
und der dabei entstandene Silbersulfidniederschlag durch Ab- 
filtrierung beseitigt. Dann wurde die in der Lésung vorhandene 
Schwefelsdéure vorsichtig mit Baryt beseitigt. Die Mutterlosung 
wurde dann eingeengt. Wahrend der Hinengung entstand ein 
antiglyoxalatisch nicht wirksamer Niedersehlag, der durch Ab- 
filtrierung beseitigt wurde. Durch Abdampfung der Mutterlésung 
gelang es, ein Konzentrat zu gewinnen, das beim Versuch mit noch 
kleinerer Menge eine sehr stark antiglyoxalatische Wirkung zeiete. 
Die Wirksamkeit von 5, 10 und 15 meg des Konzentrates, das aus 
dem Autolysat von Schweineniere bei dieser letzten Stufe des 
Reinigungsverfahrens gewounen wurde, zeigt Tabelle VI. Dieses 
Konzentrat war braunlich und hygroskopisch. Wenn man es in 
Wasser aufloste, entwickelte sich eine hellgelbe Lésung, welche 
grtine Fluoreszenz ergab. Dieses Konzentrat war als Inhibitor der 
Glyoxalase zwar sehr stark wirksam, der Inhibitor jedoch noch 
nicht ganz rein isoliert. 
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So war es also nicht méglich, die reine Isolierung zu erzielen. 

Die nachsten im folgenden hier aufgezeichneten Versuche nun 

gingen darauf hinaus, das Wesen des in den Geweben durch 

Autolyse entstandenen Inhibitors der Glyoxalase von anderen 
Seiten her zu beleuchten. 


[V. ANTIGLYOXALATISCHE WIRKUNG DER SPALTPRODUKTE 
VON KIWEISSSTOFFEN MITTELS TRYPSIN. 


Da es wahrscheinlich war, dass der durch Autolyse in ver- 
schiedenen Geweben entstehende Inhibitor der Glyoxalase sich 
eventuell dureh Aufspaltung des Hiweisses der Gewebe_ bilden 
konnte, hess man zunichst Trypsin auf moglichst reines Hiweiss 
einwirken, und das so gewonnene Spaltprodukt des Hiweisses wurde 
auf seine antiglyoxalatische Wirkung untersucht, und zwar wie 
folet. Zu je 8g von Casein, Fibrin, Serumalbumin, Eieralbumin 
und Witte-Pepton wurden 100cem der 0,25%igen Natrium- 
earbonatlosung, 0,4g Trypsin-Préiparat und ein wenig Toluol 
hinzugegeben, die Pradparate bei 37°C 4 Tage lang aufbewahrt, 
dann auf 100°C 30 Minuten lane erhitzt und filtriert. Je 5 cem 


TABELLE VII. 
Antiglyoxalatische Wirksamkeit der Spaltprodukte der verschiedenen 
Eiweissstoffe mittels Trypsin. 
Je 8g der Eiweissstoffe + 0,4 g¢ Trypsin-Priparat +100 cem 0,25%ige 
NasCOs-lésung, 37°C 4 Tage, 100°C 30 Minuten. Je 5 cem der Filtrate 
von diesen Priparaten fiir die Untersuchung gebraucht. 


Serum- Hier- Witte- 


oes Aen albumin | albumin eh Aaa Pepton 

Zeit : Ss a aE 
(Min.) Methylglyoxal-Verbravch 

mg| % |mg/i % | mg] % | mg| % | mg| % | mg| % 
15 8,6| 58,5| 6,3| 42,0] 5,9] 38,8] 5,6] 36,5] 2,5| 17,3] 1,5 | 10,5 
30 14,4 |100,0'| 11,8] 81,0] 10,7} 73,5| 9,9) 67,9} 5,0).32,5) 2,8 | 19,2 
45 14,4 |100,0|} 14,4 |100,0 "14,4 |100,0) 6,8) 45,5) 3,8 | 26,5 
60 8,3| 56,0] 5,0 | 32,2 
90 | 10,9| 74,5] 6,2 | 41,0 
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der Filtrate wurden auf ihre antiglyoxalatische -\Wirkung unter- 
sucht. Das Resultat dieses Versuches zeigt Tabelle VII. Alle 
Spaltprodukte zeigten demnach antiglyoxalatische Wirksamkeit. 
Was den Grad der Wirksamkeit angeht, so sieht man, dass die 
Spaltprodukte von Casein, Serumalbumin und Hieralbumin doch 
relativ nicht so starke Wirkung hervorriefen, wihrend die Wirkung 
der Spaltpr6dukte von Fibrin und Witte-Pepton sehr stark war. 
Aus obigem Versuche wurde geschlossen, dass in den reinen 
Eiweissstoffen der verschiedenen Arten, wenn man sie mit Trypsin 
behandelte, sich ein Inhibitor der Glyoxalase bildete. 

Eine Ausnahme bildete Witte-Pepton, insofern’ als dieser 
Eiweissstoff antiglyoxalatische Wirkung zeigte, auch ohne Behand- 
lung mit Trypsin; mit anderen Worten, Witte-Pepton war schon 
an sich, und zwar mindestens in dem Grade aufgespalten, als es 
fiir die Aufweisung der antiglyoxalatischen Wirksamkeit notwendig 
war. Es wurde nun versucht, experimentell einen Vergleich 
herzustellen zwischen dem Grade der antiglyoxalatischen Wirksam- 
keit des mit Trypsin behandelten Witte-Peptons und dem Grade 
der antiglyoxalatischen Wirksamkeit des mit Trypsin nicht be- 


TABELLE VIII, 
Trypsinbehandlung des Witte-Peptons. 
A. 8g Witte-Pepton+100cem Wasser. 5 ccm dieser Lésung fiir die 
Untersuchung gebraucht. 
B. 8g Witte-Pepton + 0,4g Trypsin-Praparat + 100cem 0,25%ige 
NazCOs-losung+ein wenig Toluol, 37°C 4 Tage, dann 100°C 30 


Minuten. 5 ccm des Filtrates von diesem Praparat fiir die Unter- 
suchung gebraucht. 


Kontroll, A B 
Zeit : 
(Min.) Methylglyoxal-Verbrauch 
mg Jo mg Jo mg % 

15 8,5 59,0 2,0 14,0 1,4 10,0 
30 14,4 100,0 3,3 23,0 me 19,0 
45 4,8 31,2 3,7 25,9 
60 5,6 36,9 4,9 31,7 
90. Ce: 48,0 6,2 - 41,0 
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handelten Witte-Peptons. Wie Tabelle VIII zeigt, war die Wirk- 
samkeit im ersteren Falle tatsichlich etwas stirker als im zweiten 
Falle. 


V. ANTIGLYOXALATISCHE WIRKUNG DER TOTALHYDROLYSATE 
VON EIWEISSSTOFFEN MITTELS SCHWEFELSAURE. 


Ein nachster Versuch ging darauf hinaus, zu konstatieren, ob 
auch ein aus moéglichst reinem Eiweiss mittels Schwefelsiure 
hergestelltes Totalhydrolysat antiglyoxalatische Wirkune zeige. 
Die Totalhydrolyse des Eiweisses geschah nach Kossel und 
Kutscher (1900). In jeden der Kolben wurden je 10¢ von 
Casein, Hieralbumin und Witte-Pepton mit 60cem Wasser und 
30 ¢ Schwefelsiure gegeben. Dann wurde jeder Kolben mit einem 
Riickflusskiihler versehen, auf ein Sandbad gesetzt, der Inhalt 15 
Stunden lang gekocht, dann gekiihlt und Schwefelsiure mit Baryt 
beseitigt. Durch Eindampfen wurde das Volumen jeder dieser 
Loésungen auf 100 cem gebracht. Je 2 cem dieser Loésungen wurden 
auf ihre antiglyoxalatische Wirksamkeit untersucht. Tabelle IX 
zeigt das Resultat dieses Versuches. Jedes Eiweiss erzielte dem- 


TABELLE IX. 
Antiglyoxalatische Wirksamkeit der Totalhydrolysate von verschiedenen 
Hiweissstoffen mittels Schwefelsdure. 
Je 10g der Hiweissstoffe+60cem Wasser+30g Schwefelsaure, 15 
Stunden lang gekocht, mit Baryt neutralisiert, filtriert, das Volumen 
jeder dieser Filtrate auf 100 cem gebracht. Je 2.cem dieser Losungen 
fiir die Untersuchung gebraucht. 


Kontrol. Casein Witte-Pepton Hieralbumin 
ane Methylglyoxal-Verbrauch 
in. 

mg %o mg % mg Jo mg Jo 
15 8,5 58,9 3,5 22,5 0,8 5,9 0,6 4,5 
“30 14,4 | 100,0 66 | 43:8 4,3 9,0 im 7,4 
45 9,1 63,0 — 1,8 1955, 1,5 10,3 
60 11,4 79,0 2,2 15,4 1,8 12,5 
90 14,4 100,0 2,8 19,5 2,2 15,4 
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nach antiglyoxalatische Wirksamkeit durch Totalhydrolyse mittels 
Schwefelsiure. Was den Grad der antiglyoxalatischen Wirksam- 
keit angeht, war dieselbe beim Hydrolysat von Casein verhaltnis- 
missig schwach, bei den Hydrolysaten von Witte-Pepton und 
Hieralbumin jedoch auffallend stark. Das will heissen, ein In- 
hibitor der Glyoxalase entstand aus verschiedenen reinen Eiweiss- 
stoffen durch Hydrolyse, und diese Substanz wurde durch Schwefel- 
saure nicht zerstort. 


VI. UNTERSUCHUNGEN UBER DIE ANTIGLYOXALATISCHE 
WIRKUNG DER AMINOSAUREN. 


Da,‘ wie oben beschrieben, Autolysate der verschiedenen 
Gewebe, Spaltprodukte von reinen Eiweissstoffen mittels Trypsin 
und Totalhydrolysate von reinen Eiweissstoffen mittels Schwefel- 
sdure alle antiglyoxalatische Wirkung aufwiesen, so durfte man 
mit Recht annehmen, dass das Wesen des Inhibitors der Glyoxalase 
in den Bauelementen des Hiweisses d.h. in den verschiedenen 
Aminosduren zu suchen war. Deshalb wurden verschiedene Amino, 
sauren auf ihre antiglyoxalatische Wirkune untersucht. Zur 
Untersuchung wurden je 50mg verschiedener Aminosduren ver- 
wandt (in Wasser aufgelost, und, wo nétig, neutralisiert). Das 
Resultat dieser Untersuchung: ist in Tabelle X  niedergelegt. 
Tryptophan, Histidin, Glutaminsaure und Leuein zeigten demnach 
fast gar keime antiglyoxalatische Wirksamkeit, Arginin§ schien 
sogar, ganz im Gegenteil, die Wirkung der Glyoxalase etwas zu 


. 


TABELLE X. 


Antiglyoxalatische Wirkung der Aminosauren (zu je 50 mg). 


= ee fen a Tryp - Freres Glutamin- 
Kontroll..| Arginin Leucin topham Histidin sere 
Zeit i <a ae a at i eae ee a ee 
(Min.) Methylglyoxal-Verbrauch 
mg|% |mg| % | mg |*% |mg| % |me| % | mel % 
15 7,8|'54,2| 9,1] 68,0] 7,1] 49,0! 6,6] 45,9} 6,4] 44,5] 6,3] 43,6 
30 14,4 |100,0) 14,4 |100,0| 13,0] 90,5) 12,2] 84,8] 11,8] 81,9} 11,5] 80,0 
45 14,4 |100,0| 14,4 |100,0| 14,4 |100,0| 14,4 |100,0 
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fordern. 

Es wurden nun auch Glyeyl-glyein und Leucyl-glycyl-glycin 
untersucht; beide Substanzen zeigten keine antiglyoxalatische 
Wirksamkeit. 

Girsavicius und seine Mitarbeiter (1934, 1935) berichteten, 
dass sie bei Histidin antiglyoxalatische Wirkung beobachtet hitten. 
Sie nahmen an, Histidin sei das Wesen der Antiglyoxalase des 
Pankreas. In einem spateren Berichte (1936) behaupteten sie, dass 
ausser Histidin auch Arginin, Tyrosin und Asparaginsiiure in 
gveringem Grade und Tryptophan und Glutaminsiure im hohen 
Grade antiglyoxalatische Wirksamkeit ausgelést hatten. Da jedoch 
die Untersuchungsmethode von Girsavicrus und seiner Mit- 
arbeiter nicht geeignet, sogar fehlerhaft war, so kann man ihren 
Berichten kein rechtes Vertrauen entgegenbringen. Schroeder, 
Munro und Weil (1985), welche die Untersuchungen von Gir- 
savicius und seiner Mitarbeiter tiber Histidin nachpriiften, 
konnten antiglyoxalatische Wirksamkeit dieser Aminosaéuren nicht 
nachweisen. Das gleiche Resultate wurde auch hier erzielt, wie 
oben bereits beschrieben, nicht nur bei Histidin, sondern auch bei 
Tryptophan, Glutaminséure und Areinin. | Genauer gesagt, Trypto- 
phan, Histidin, Glutaminséure ete. zeigten, wie aus Tabelle X 
ersichtlich ist, Ausserst wenig hemmende Wirkung auf Glyoxalase ; 
ja der Grad dieser Hemmung war so gering, dass im Vergleich zur 
Wirkung des Inhibitors der Glyoxalase sie tatsichlich gar nicht 
in Frage kam. 

Der Grund dafiir, dass Arginin im Gegensatz zur Ansicht von 
Girsavicius und seiner Mitarbeiter die Wirkung der Glyoxalase 
etwas forderte, lag, wie aus foleendem Versuch ersichtlich ist, in 
der Wirkung des Arginins, insofern es bei der Inkubation mit 
Methylglyoxal im Laufe der Kontaktdauer unmittelbar auf Methyl- 
elyoxal einwirkt und es verschwinden lasst. Das Resultat des 
Kontaktversuches des Arginins mit Methylglyoxal zeigt Tabelle XT. 
Methylglyoxal verschwand demnach progressiv im Laufe der 
Inkubation mit Arginin. Da bei diesem Versuche neutralisiertes 
Arginin mit Methylglyoxal bei Verwendung von Borsaure-Borax- 
Pufferlésung (Pu 7,0) in Kontakt gesetzt wurde, und da die 
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TABELLE XI. 

Wirkung des Arginins auf Methylglyoxal. 
4eem d-Argininlésung (150 mg, neutralisiert) +2cem 0,1 M Methyl- 
glyoxallésung (14,4mg), mit Borsiure-Borax-Pufferlésung (PH 7,0) 
bis zu 50 cem gefiillt, bei 37°C aufbewahrt. 


15 30. | 40 60 90 


| 
[eae ee a e 
| 
| 


3,9 | 6,2 7.9 
| 
| 
| 


Zeit Cin. ) 


Methylgly- | mg 
oxal- — 
Verbrauch | % 


Tatsache, dass die Amino-Gruppe sich unmittelbar mit Methylgly- 
oxal verbindet, bereits von vielen Autoren [Neuberg & Kobe! 
(1927), Sakuma (1930), Watanabe (1933), Kisch (1933) und 
Kobavasi (1938) ] festgestellt worden ist, muss man annehmen, 
dass der Grund fiir diese Wirkung des Arginins nicht in der 
basischen Kigenschaft des Arginins lag, sondern in der unmittel- 
baren Reaktion der zwei Amino-Gruppen des Arginins auf Methyl- 
elyoxal. 

Trotz seiner Schwerldslichkeit wurde ein Versuch mit Cystin 
gemacht. Als Cystin in 1/20N Natronlauge gelést und diese 
Losung neutralisiert wurde, schied Cystin nicht aus, sondern blieb 
im gelosten Zustande. Tabelle XII, die das Resultat der Unter- 
suchung dieser Losung von Cystin auf ihre antiglyoxalatische 


TABELLE XII. 
Antiglyoxalatische Wirksamkeit des Cystins. 


Gebrauchte Menge des Cystins (mg) 
Kontroll. ] 
: 1 2 3 
Zeit 
(Min. ) Methylelyoxaleveroranch 
mg Yo mg % mg Yo mg Yo 
15 . 8,5 59,0 3,1 22,0 2,4 12,0 0,8 6,5 
30 14,4 100,0 D7 39,5 3,0 21,5 Weyl L258 
45 7,6 52,6 4,0 28,3 ae 16,5 
60 9,2 64,2 4,8 33,2 ede 19,2 
90 11,5 80,0 5,8 40,0 | 3,23 22,5 
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Wirksamkeit darstellt, zeigt, dass selbst eine so gveringe Menge 
Cystin von nur 2 bis 3 mg eine erstaunlich stark antiglyoxalatische 
Wirksamkeit hervorbringen konnte. Cystein aber blieb ohne jede 
antiglyoxalatische Wirkung. 

So zeigte also von allen hier untersuchten Aminosiuren nur 
Cystin allein antiglyoxalatische Wirkune, alle anderen waren un- 
wirksam. 


VII. ANTIGLYOXALATISCHE WIRKUNG DER DIE DisuLFID- 
GRUPPE ENTHALTENDEN SUBSTANZEN. 


Die Entdeckung, dass Cystin einen hohen Grad der antigly- 
oxalatischen Wirksamkeit ausloste, gab Anlass, auch andere ver- 
schiedene Disulfidverbindungen auf ihre antiglyoxalatische Wirk- 
samkeit zu untersuchen. 

Es wurde mit Dithiodiglykolsiure begonnen. Die Darstellung 
der Dithiodiglykolséure geschah nach der*Methode von Claesson 
(1881). Zur Untersuchung wurde Dithiodiglykolséure in Wasser 
aufgelost, und vorsichtig und genau mit Natronlauge neutralisiert. 
Diese genau neutralisierte Dithiodiglykolsaurelésung wurde nun 
auf ihre antiglyoxalatische Wirksamkeit untersucht. Das Resultat 
dieses Versuches zeigt Tabelle XIII. Danach war Dithiodiglykol- 


TABELLE XITI. 


Antiglyoxalatische Wirksamkeit der Dithiodiglykolsaure. 


Gebrauchte Menge der 


Dithiodiglykolsaure 
Kontroll. (ng) 
eM, 8,3 | 16,7 | 25,0 
(Min. ) | | 
| Methylglyoxal-Verbrauch 
mg Jo mg Jo mg % mg Jo 
15 aaah 77,0 1,9 13,1 ileal 7,0 0,7 5,0 
30 14,4 100,0 3,6 24,9 1,8 12,8 133 8,8 
45 5,2 36,0 2,7 18,6 al 11,8 
60 6,4 44,7 3,4 OR 2,0 13.9 
90 9,0 6252 4,9 33,8 2,7 18,5 
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sdure in der antiglyoxalatischen Wirksamkeit zwar etwas schwacher 
als Cystin, immerhin aber noch ziemlich stark. 

Als Nachstes wurde Aneurindisulfid untersucht. Die Darstel- 
lung des Aneurindisulfids erfolete nach der Methode von Zima, 
Ritsert und Moll (1941). Zur Aneurinlésung wurde ein wenig 
Wasserstoffsuperoxyd hinzugesetzt und die Reaktion der Losung 
zu PH 7,5 reguliert. Diese Losung wurde dann bei 37°C 24 
Stunden. lang aufbewahrt. Als Resultat daraus ergab sich die 
Oxydation des Aneurins zu Aneurindisulfid. Aus dieser Losung 
wurde Wasserstoffsuperoxyd durch Luftzufuhr beseitigt. Diese 
wasserstoffsuperoxydfreie Aneurindisulfidlésung wurde nun auf 
ihre antiglyoxalatische Wirksamkeit untersucht. Die Folge war, 
dass, wie Tabelle XIV zeigt, wahrend 10 mg Aneurin fast gar keine 


TABELLE XIV. 
Antiglyoxalatische Wirksamkeit des Aneurindisulfids.. 


A. 10mg Aneurin. 
B. Aus 10mg Aneurin gewonnenes Aneurindisulfid. 
C. Mittcels HS erhaltenes Reduktionsprodukt des aus 10 mg Aneurin 
gewonnenen Aneurindisulfids. 
] 
Kontroll, | A | B Cc 
Zeit 
(Min.) Methylglyoxal-Verbrauch 
mg Jo mg Jo mg Jo mg Yo 
15.-|. 108, | The, | ee) eon 09 6,0 51 | 35,2 
30 14,4 100,0 14,4 100,0 1,5 10,2 10,0 69,5 
45 1,9 1353 14,4 100,0 
60 2,3 16,2 
90 2,9 20,0 


antiglyoxalatische Wirksamkeit ausléste, das aus 10mg Aneurin 
gewonnene Aneurindisulfid sehr starke Hemmungswirkung gegen- 
tiber Glyoxalase aufwies. Als man nun Aneurindisulfid mittels 
Schwefelwasserstoff reduzierte, verschwand die antiglyoxalatische 
Wirksamkeit fast volistandig. 

Oxydiertes Glutathion ist zwar auch eine Disulfidverbindung, 
bei der Untersuchung dieser Substanz jedoch konnte man keine 
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antiglyoxalatische Wirksamkeit beobachten. Zieht man hier nun 
die Tatsache in Betracht, dass reduziertes Glutathion das Kofer- 
ment der Glyoxalase ist, so ist es nicht unverstiindlich, von dem 
oxydierten Glutathion keine antiglyoxalatische Wirksamkeit er- 
warten zu konnen, weil es wenigstens zum Teil leicht in die 
reduzierte Form iibergehen kann. 

Da also verschiedene Disulfidverbindungen mit Ausnahme von 
oxydiertem Glutathion antiglyoxalatische Wirksamkeit zeigten, so 
liegt der Schluss nahe, dass das Wesen des in den Geweben durch 
Autolyse entstandenen Inhibitors der Glyoxalase héchstwahrschein- 
lich im Cystin oder in einer dem Cystin ahnlichen Disulfid- 
verbindung bestehe. 


VIII. Derr ScHWEFEL IN DEN AUS AUTOLYSATEN VON GEWEBEN 
GEWONNENEN ANTIGLYOXALATISCH WIRKSAMEN 
KONZENTRATEN. 


Bei der Priifung des antiglyoxalatisch stark wirksamen Kon- 
zentrates, gewonnen aus dem Autolysat der Niere, auf die ver- 
schiedenen LHiweissfarbenreaktionen ergab sich, dass nur die 
Ninhydrin-Reaktion und die Bleisulfid-Reaktion positiv waren. 
Daraus folgte, dass dieses Konzentrat eine Aminoséure oder eine 
ihr verwandte Verbindung enthielt, und zudem auch Schwefel in 
organischem Zustande. Beim Konzentrierungsversuch wurde die 
Tatsache festgestellt, dass der organische Schwefel in enger 
Beziehung zur antiglyoxalatischen Wirksamkeit stand. Der 
organische Schwefel im antiglyoxalatisch wirksamen Konzentrat 
war dureh Alkalisieren der Losung leicht aufspaltbar, und wenn 
aufgespalten, verschwand gleichzeitig die antiglyoxalatische Wirk- 
samkeit. Es wurde daraus geschlossen, dass der organische 
Schwefel mit dem Wesen des in den Geweben dureh Autolyse 
entstandenen Inhibitors der Glyoxalase eng verwandt war. Daher 
musste die Alkalisierung der Losung der antiglyoxalatischen Sub- 
stanz immer moglichst vermieden werden, besonders beim Kon- 
azentrieren. 

Beim Titrationsversuch mit Jod nahm das antiglyoxalatisch 
wirksame Konzentrat von Niere nur ein wenig, nachdem man es. 
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aber mit Cyanat reduziert hatte, sehr viel Jod auf. Ferner, 
wiihrend bei diesem Konzentrat die Nitroprussid-Natrium-Reaktion 
negativ war, wurde dieselbe Reaktion nach Reduktion mit Schwe- 
felwasserstoff positiv. Das Reduktionsprodukt des antiglyoxalatisch 
wirksamen Konzentrates, das positive Nitroprussid-Natrium-Reak- 
tion ergab, war bei auch nur dusserst schwachem Alkalisieren 
immerhin leicht reoxydierbar. Daraus ersieht man, dass dieses 
antiglyoxalatisch wirksame Konzentrat eine Art Disulfidverbindung 
enthielt. 

Da ferner das antiglyoxalatisch wirksame Konzentrat von Niere 
nach Reduktion auf die fiir Cystein spezifische Reaktion nach 
Hunter und Eagles (1927) positiv reagierte, darf man ebenfalls 
mit Recht annehmen, dass dieses Konzentrat Cystin oder eine dem 
Cystin ahnliche Substanz enthielt. Dann wurde der Gehalt des 
organischen Schwefels in diesem antiglyoxalatisch wirksamen Kon- 
zentrat bestimmt, indem man den darin enthaltenen organischen 
Schwefel oxydierte und in Benzidinsulfat umwandelte. Voraus- 
gesetzt, dass diese ganze Schwefelmenge als Cystin darin enthalten 
war, so ergab sich bei der Berechnung der Menge ein Cystingehalt 
von 25,7%. Wenn man einen Vergleich zwischen dem Grade der 


TABELLE XV. 
Vergleich zwischen der autiglyoxalatischen Wirksamkeit des Cystins 
und der des wirksamen Konzentrates von Schweineniere. 


Nierenkon- Nierenkon- 
zentrat zentrat 
> : Cystin 5 mg Cystin 10 mg 
Konuoll: 1,3 mg (Cystinge- 2,5 mg (Cystinge- 
Zeit halt halt 
(Min.) 1,27 mg) 2,54 mg) 


Methylglyoxal-Verbrauch 


NOE A Sa ereales i Uy Npeminates i Gipmnnaates I GAN sang I GE 


15 8,0 59,0 |, 2,5 Loa 2,0 aie 14 Seles 9,0 1,2 9,0 
30 14,4 /100,0 | 4,6 3250 1, 40 279167253 16,3 2,2 | 15,5 
45 650" | 41557) 75,9) 400), 30 21,7 2,8 | 20,2 
60 7,3 Of; O) ado ol Olen 3.7 25,5 3,3 | 23,4 


90 9,0 | 6253 | 99 168.5 44 30,3 3,8 | 27,0 
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antiglyoxalatischen Wirksamkeit des Cystins und demselben des 
antiglyoxalatisch wirksamen Konzentrates von Niere zog, und zwar 
auf Grund der in diesem Konzentrat enthaltenen, oben aus- 
gerechneten Menge Cystin, so ergaben sich die Paralellen, wie sie 
in Tabelle XV _ aufgezeichnet sind. Im grossen und eanzen 
stimmten sie tiberein. 

Auf Grund dieses Resultates darf man mit Recht annehmen, 
dass das Wesen des in den Geweben durch Autolyse entstandenen 
Inhibitors der Glyoxalase héchstwahrscheinlich im Cystin oder in 
einer dem Cystin ahnlichen Disulfidverbindung besteht. 


IX. WIRKUNGSMECHANISMUS DES INHIBITORS 
DER GLYOXALASE. 


Bei allen oben untersuchten antiglyoxalatischen Substanzen 
trat die Hemmungswirkung immer starker im Laufe der Inkuba- 
tion mit Glyoxalase auf. Bei nullstiindigem Kontakt aber war die 
Hemmunegswirkung sehr schwach. Tabelle XVI und Tabelle XVII 
zeigen dieses zeitliche Verhaltnis der Hemmungswirkung, die sich 
bei den Versuchen mit dem antiglyoxalatisch wirksamen Konzentrat 
von Niere einerseits und mit Cystin andererseits ergab. 

Die Antiglyoxalase von Niere und Pankreas hemmt nach 
Nagaya, Yamazoye und Nakamura (1936) und Purr (1938) 


TABELLE XVI. 


Kontakt des wirksamen Konzentrates von Schweineniere mit Glyoxalase. 


Kontroll. Kontaktdauer (St.) 
i. Vos fat oe. ; a 
0 st. | 2 ot. at =! 
Zeit 0) Re | St ) ae (O)s3§ u he Ces 
Eee) Methylglyoxal-Verbrauch 
E = = ——— — a — es = aoe 
mg | % | mg | % |\meg!| % |mg|] %|me}| % | mg! % 
15 10,7| 74,0 | 10,2 70,5| 7,9| 54,9| 2,7| 18,8] 1,3| 9,2] 0,7| 5,0 
30 14,4 |100,0| 14,4 |100,0| 14,4/100,0] 4,9] 34,0} 2,5] 17,5| 1,3] 88 
| | 
45 | | 7,1) 49,6) 3.5) 24,5) 1,8) 123 
60 | 8,9| 61,5| 4,4] 30,5] 2,2] 14,5 
99 11,8) 81,8) 5,6} 39,2} 2,5) 17,4 
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TABELLE XVII. 
Kontakt des Cystins (83mg) mit Glyoxalase. 


Kontroll. | Kontaktdauer (St.) 
Sel raids se | | 9 
Zeit 0 St. h oe oe 0 bom 0,5 | at 
te) Methylglyoxal-Verbrauch 

mg | % | mg| % | mg| % | mg| % | mg| % | mg] % 
15 9:8] 68:3 9,1) 68,5 | °8,0) 58,7) 2,9) aja) 14 935i) 1OF01 S655 
30 14,4 |100,0| 14,4 |100,0} 14,4|100,0} 3,1] 21,6| 2,4) 16,8) 1,7] 11,8 
45 4,0| 28,0] 3,1] 21,5] 2,3/ 16,2 

| | 

60 4,7| 32,9| 3,6] 25,0} 2,7! 19,0 
90 630) 4159) 454.183.0571) ©3852) 2260 


die Wirkung der Glyoxalase dadurch, dass sie im Laufe der 
Inkubation mit Glyoxalase auf Glutathion einwirkt, es aufspaltet 
und Cystein befreit. Wie es nun mit dem Inhibitor der Glyoxalase 
steht, und ob er im Laufe der Inkubation mit Glyoxalase auf das 
Ferment selbst, oder auf Glutathion einwirkt, diese Fragen sollte 
der nachste Versuch entscheiden. 

Zunichst wurde Glutathion nach zweistiindigem Kontakt von 
Cystin, Dithiodiglykolséure oder dem antiglyoxalatisch wirksamen 
Konzentrat von Niere mit jener Glyoxalase, aus der mittels Dialyse 
Koferment beseitigt worden war, hinzugesetzt, und dann wurde 
diese Losung auf ihre Fermentwirkung untersucht. Dabei konnte 
man fast gar keine merkbare Hemmung beobachten. So wurde es 
klar, dass der Inhibitor der Glyoxalase nicht auf das Ferment selbst 
zerstorend eimwirkt. 

So blieb deshalb nur noch iibrig, festzustellen, ob etwa der 
Inhibitor der Glyoxalase auf das Coferment, Glutathion einwirke. 
Der Losung dieser Frage galt der nachste Versuch. Nach 
zweistiindigem Kontakt von Cystin, Dithiodiglykolsiure oder dem 
antiglyoxalatisch wirksamen Konzentrat von Niere mit Glutathion, 
setzte man dialysierte Glyoxalase hinzu, und untersuchte dann die 
Losung auf ihre Fermentwirkung. Entgegen der Erwartung trat 
doch fast gar keine merkbare Hemmung ein. 
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Als dann aber eine dieser antiglyoxalatischen Substanzen, 
sowie dialysierte Glyoxalase und Glutathion diese drei zusammen 
2 Stunden lang in Kontakt gesetzt wurden, ergab sich auffallend 
starke Hemmung. Dass diese Hemmung auf die EKinwirkune der 
antiglyoxalatischen Substanz auf das Koferment zuriickzutiihren 
war, konnte durch folgende Experimente mit Sicherheit bestiitigt 
werden. Nach der zweistiindigen gemeinsamen Inkubation der 
drei Substanzen, naémlich, des Inhibitors, der dialysierten Gly- 
oxalase und des Glutathions, wurde nochmals die gleiche Menge 
dialysierter Glyoxalase oder des Glutathions hinzugesetzt. Das 
Resultat dieses Versuches mit dem antiglyoxalatisch wirksamen 
Konzentrat von Niere zeigt Tabelle XVIII. Waihrend demnach 
bei der nochmaligen Hinzusetzung von dialysierter Glyoxalase fast 
gar keine Reaktivierung der Fermentwirkung eintrat, erfolgte 
dieselbe bei der Hinzusetzunge einer zweiten Dosis von Glutathion, 


TABELLE XVIII. 
. Beseitigung der antiglyoxalatischen Wirkung des Nierenkonzentrates 
durch Glutathion. 
3 cem Konzentrat von Schweineniere +5 ¢em dialysierte Glyoxalaselésung + 2 ¢¢m 
Glutathionslésung (0,5 mg) +30 cem Borsiiure-Borax-Pufferlésung (PH 7,0). 
A. Nach 2 stiindiger Aufbewabrung bei 37°C 2 cem 0,1 M Methylglyoxallésung 
(14,4 mg’) hinzugesetzt, mit. Pufferlosung bis zu 50 ccm gefiillt. 
B. Nach 2 stiindigem Kontakt 2 cem Glutathionslésung (0,5 mg) und das Sub- 
strat hinzugesetzt. 
C. Nach 2 stiindigem Kontakt 5c¢em dialysierte Glyoxalaselosung und das 
Substrat hinzugesetzt. 
D. Kontrollversuch (3 cem Wasser an Stelle des Nierenkonzentrates). 
E. Bei nullstiindigem Kontakt das Substrat hinzugesetzt. = 


er eer ae D | 3 
man Methylglyoxal-Verbrauch 
AVL : = ae ee ane = 
mg % mg | % mg % mg % mg Jo 
: : =a | 
15 0,6 4,5 6,5 | 45,0 1,0 AO AIOE ZOO 5,6 | 39,0 
30 1,0 WOu\ 1ae9 } 82.5 1,7 | 11,5 | 14,4 | 100,0 9,9 | 69,0 
45 1g} 9,2°| 14,4 |100,0 |) TSO 14,4 | 100,0 
60 1,4) 10,2 Da 52 
90 ealeebdoe 2,9 | 20,0 
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TABELLE XIX. 
Beseitigung der antiglyoxalatischen Wirkung des Cystins (3 mg) 
durch Glutathion. 


Untersuchungsmethode und Bedingungen die gleichen wie beim Versuch 
von Tabelle XVIII. 


A Bro econo ame, E 
ee ) Methylglyoxal-Verbrauch 

mg} Yo |) omg Yo | ange pero tise To, Wate ee 
15 0,8 yt 7,0 | 48,6 ae) ay 7 8,5 | 59,0 7,8 | 54,5 
30 1,4 | 9,9 | 12,6 | 87,5 3,4 | 23,6 | 14,4 |100,0' | 13,7 | 95,0 
45 1,9 | 13,0 | 14,4 | 100,0 4,3} 30,2 14,4 | 100,0 
60 2,2 | 15,0 | 4,9 | 34,2 | 
90 2,4 | 16,8 5,6 | 39,0 


TABELLE XX. 
Beseitigung der autiglyoxalatischen Wirkung der Dithiodiglykolsiure 
(27,7 mg) durch Glutathion. 
Untersuchungsmethode und Bedingungen die gleichen wie beim Versuch 
von Tabelle XVIII. 


A B | C D E 
Zeit Methylglyoxal-Verbrauch 
(Min. ) ; 
mg | % mg | % | mg | % | mg| % | mg! % 

15 07| 50] 66] 458|-1,6| 108] 83] 57,5] 69] 48,0 

30 12| 8,5 | 11,3] 78,5) 2,7 | 18,7 | 14,4 |100,0| 12,2 | 85,0 
45 1,6 | 11,0 | 14,4 |100,0] 3,5 | 24,0 14,4 | 100,0 

60 1,8 | 12,5 3,9 | 27,0 

90 21 | 14,5 4,5 | 31,5 


und zwar fast zur gleichen Hoéhe der Fermentwirkung wie bei 
nullstiindigem Kontakt. Diese Verhaltnisse zeigten sich in fast 
gleicher Weise bei dem Versuch mit Cystin beziehungsweise mit 
Dithiodiglykolsaure, wie aus Tabelle XIX beziehungsweise aus 
Tabelle XX ersichtlich ist. Das Resultat dieser Versuche stimmte 
mit dem der folgenden Experimente, die zur Bestimmung des 
Glutathions gemacht wurden, vollkommen iiberein. Glutathion, 
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das antiglyoxalatisch wirksame Konzentrat von Niere und dia- 
lysierte Glyoxalase wurden gemeinsam unter Anwendung von 
Borsaure-Borax-Pufferlésung (PH 7,0) bei 37°C in Kontakt gesetzt, 
dem Ansatz im Laufe der Inkubation von Zeit zu Zeit Proben 
entnommen, und einerseits die jeweils iibriggebliebene Menge des 
reduzierten Glutathions nach der Methode von Kiihnau (1931) 
bestimmt, andererseits die Proben auf ihre Fermentwirkung unter- 
sucht. Das Resultat dieses Versuches zeigt Tabelle XXI. Man 
sieht daraus, dass die Menge des reduzierten Glutathions sich im 
Laufe der Inkubation progressiv verminderte; auch die Hemmung 
der Fermentwirkung verlief im Laufe der Kontaktdauer pro- 


TABELLE XXI. 


Antiglyoxalatische und glutathionvermindernde Wirkung des 
Nierenkonzentrates. 
25 ecm Konzentrat von Schweineniere+75 cem dialysierte Glyoxalase- 
lésung+50cem Glutathionslésung (60 mg) +350 cem Borsidure-Borax- 
Pufferlésung (PH 7,0), bei 37°C aufbewahrt. Proben zur Unter- 
suchung der Fermentwirkung und zur Bestimmung des Glutathions 
entnommen. 
Untersuchung der Fermentwirkung: 20cem vom Ansatz+2 ecm 0,1 M@ 
Methylglyoxallésung (14,4mg), mit Pufferlosung bis zu 50 ccm 


gefiillt. 
Bestimmung des Glutathions: 20¢cem yom Ansatz, Kiuhnausche 
Methode. 
Kontaktdauer (St.) 
0 | Cee i poet Saal Th Cbs all nS ae 
Glutathiongehalt (mg) bei 20 ccm vom Ansatz 
3,55 | 3,05 | 2,93 | 2,55 | 2,47 | 2,08 | 1,70 


Fermentwirkung bei 20 cem vom Ansatz 


— + 


Methylglyoxal-Verbrauch 


mg | % | mg| % |mg!/ % |mg| % | mg| % | mg| % | mg| % 


25 | 12,8| 89,0| 7,9| 54,5] 6,2) 43,0! 5,1] 35,5) 4,0] 28,0) 3,1} 21,4) 2,1 | 14,7 
50 | 14,4/100,0] 14,4] 100,(| 11,9] 82,5] 9,5] 65,8] 7,7] 53,7] 5,5 | 38,3} 4,0 | 28,0 


75 14,4] 100,0) 12,9} 89,5} 10,7) 74,5) 7,5 | 52,2) 5,5 | 38,0 
VU a Peale eee ele ee ee ee eee 
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gressiv, und im grossen und ganzen im Verhaltnis zum Grade der 
Verminderung des Glutathions. Diese Verhdltnisse waren beim 
Versuch mit dem aus Autolysat der Schweineleber gewonnenen 
antiglyoxalatisch wirksamen Konzentrat dieselben. Da das anti- 
elyoxalatische Konzentrat in geringer Menge eine mit Jod verbind- 
bare Substanz, die nicht Glutathion war, enthielt, erhielt man die 
Menge des echten Glutathions, indem man aus den Zahlen des 
Hauptexperimentes die obige Menge abzog. Die so gewonnene 
Menge des echten Glutathions verminderte sich, wie Tabelle XXII 
zeigt, im Laufe der Inkubation progressiv und verschwand fast 
ganz bei 2,5 bis 3,0 stiindigem Kontakt. 


TABELLE XXII. 


Verschwinden des Glutathions durch das wirksame Konzentrat 
von Schweineniere. 


A. 25ccm Konzentrat von Schweineniere+40cem dialysierte Gly- 
oxalaselésung + 25 ecm Glutathionslésung (37,5 mg) +160 cem Bor- 
siure-Borax-Pufferlésung (PH 7,0). 

B. 25c¢em Wasser an Stelle der Glutathionslosung; andere, Beding- 
ungen wie bei A. 

Die Ansitze bei 37°C aufbewahrt, Proben fiir die Titration mit Jod 

nach der Bestimmungsmethode yon reduziertem Glutathion von 

Kihnau entnommen. 


Kontaktdauer (St.) 


R01 SOs ye et eats sehen thes 5 


Glutathiongehalt (mg) bei 20 cem der Ansitze 


A 3,/3| 1,84 | 1,02) 0,75 | 0584 0,65 0,62 | 0,59 | 0,61 0,57 
0,35) A) te} = esol ese eomm 


mg} 3,21|/ 1,32] 0,50] 0,23 | 0,32 | 0,13 | 0,10 | 0,07 |~0,09'| 0,05 


A-B* 


%**|100,0 |41,2 |15,6 | 7,2 |10,0 | 40 | 32 | 2 


% 


vo .0,52 (Durehschnittszahl von B). 


** ...Vergleichsunterschied in Prozent. 


So wirkte also der Inhibitor auf das Koferment der Glyoxalase, 
Glutathion ein, liess es vermindern und verschwinden. Und, fir 
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die Auslosung dieser Wirkung des Inhibitors war das gemeinsame 
Vorhandensein von Glyoxalase notwendig. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Hs wurde konstatiert, dass ein Inhibitor der Glyoxalase 
durch Autolyse in den verschiedenen Geweben entstand. Die 
Autolysate von Niere, Leber und Pankreas zeigten eine besonders 
stark antiglyoxalatische Wirksamkeit. 

2. Um den durch Autolyse entstandenen Inhibitor der Gly- 
oxalase zu reinigen, wurden Versuche gemacht, durch die ein sehr 
stark wirksames Konzentrat gewonnen werden konnte. 

3. Auch die mittels Trypsin gewonnenen Spaltprodukte der 
verschiedenen reinen Hiweissstoffe zeigten ebenfalls antiglyoxalati- 
sche Wirkung. 

4. Die mittels Schwefelsiiure erhaltenen Totalhydrolysate der 
verschiedenen reinen Eiweissstoffe waren ebenfalls antiglyoxalatisch 
wirksam. 

5. Von allen hier untersuchten Aminoséuren zeigte nur 
Cystin allein antiglyoxalatische Wirkung, alle anderen waren un- 
wirksam. 

6. Ausser Cystin zeigten auch die Disulfidverbindungen wie 
Aneurindisulfid und Dithiodiglykolséure stark antiglyoxalatische 
Wirkung. ! 

7. Als Disulfidverbindungen durch Reduktion in die ihnen 
entsprechenden Sulfhydrylverbindungen umgewandelt wurden, 
verschwand die antiglyoxalatische Wirksamkeit sogleich. 

8. Da es nachgewiesen werden konnte, dass die aus Auto- 
lysaten von Geweben gewonnenen antiglyoxalatisch stark wirk- 
samen Konzentrate Disulfidverbindung enthielten, so darf man 
annehmen, dass das Wesen des durch Autolyse in den Geweben 
entstandenen Inhibitors der Glyoxalase hochstwahrscheinlich im 
Cystin oder in einer dem Cystin ahnlichen Disulfidverbindung 
besteht. 

9. Der Inhibitor hemmte die Wirkung der Glyoxalase 
dadurch, dass er auf das Coferment dieses Fermentes, Glutathion 
einwirkte und es verschwinden liess. Fiir die Auslésung dieser 


378 Kk. Isimoto. 


Wirkung des Inhibitors war das gemeinsame Vorhandensein von 


tlyoxalase notwendig. 


Zum Schlusse méchte ich Herrn Prof. Dr. N. Ariyama meinen 
aufrichtigsten Dank aussprechen, fiir sein tiberaus freundliches 
Entgegenkommen und seine vielen Ratschlage, mit denen er meine 
Arbeit unterstiitzte. 
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BIOCHEMICAL STUDIES ON GUANIDINE-BODIES. 


I. Reaction between ammonia and amino compound in the 
presence of charcoal. 
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Director: Prof. Dr. S. Kakiuchi.) 


(Received for publication, December 8, 1941) 


I. InvRopuction. 


In the previous publication, the author (1939) reported 
that in the animal body creatine is formed from glycine through 
glycocyamine. The present paper deals with the mechanism of 
formation of guanidine-bodies in general. 

As to the mechanism of formation of arginine, one of the 
w-guanido compounds, Krebs and Henseleit (1932) proposed 
that ornithine reacts with ammonia and carbon dioxide to form 
earbamido-ornithine from which arginine is produced by the action 
of ammonia. Previous to Krebs et al. Salkowski (1873) 
separated carbamido-taurine from the urine of a man and dog 
after the administration of taurine. Later Dakin (1909) isolated 
carbamido-phenylalanine, or a-ureido-f-phenylpropionic acid, from 
the urine of a cat after the injection of phenylalanine. These 
results seem to support the Krebs and Henseleit’s view and 
indicate that not only @- but also a-amino compounds form 
carbamido-bodies as the first step of guanidization of amino com- 
pounds. However, this does not necessarily imply that the sueceed- 
ing step is the same for the two compounds. Moreover, there is a 
possibility that the guanidization and methylation are modified 
according to the species of organisms or to the kind of amino 
compound. The difficulty of the transformation of taurine or 
taurocyamine into asterubine (Ackermann, 1936) supports this 
view. If the Krebs and Henseleit’s view is correct it is suspect- 
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ed that e-amidinolysine, a homologue of arginine, is present in the 
organism. No attempt has, however, succeeded in its isolation 
(Winterstein and Kiing, 1909; Koss] and Weiss, 1913; and 
Steib, 1926). It must, of course, wait for a further study to 
definitely establish this fact. 

With regard to the formation of creatine, Bloch and 
Schoenheimer (1940) recently expressed the view that it is 
formed directly from glycocyamine, a guanidization product of 
glycine. They neglected, however, the existence of hydantoic acid 
as its intermediary compound. 

It seems to the present author that the confusion in the 
elucidation of the mechanism of creatine formation has been caused 
by the following reasons: Firstly the reaction has been carried out 
in a complex medium and, secondly, the consideration of the re- 
actions of substances analogous to creatine under the same condi- 
tion has been neglected. 

Various guanidine-bodies found in the organisms are listed in 
Table I, which clearly shows that they are all w-guanido compound* 
with a simple or a somewhat modified straight chain. This fact 
indicates that their formation from w-amino compounds** by 
guanidization is highly probable. Ackermann (1935) applied 
the guanidization of amino compound without any experimental 
proof to the formation of guanidine-bodies in the organisms. 

It is well known that though w-guanidine-bodies and a-amino 
compounds have frequently been detected in the organism, 
a-guanido compound except glyeoeyamine has not been found at 
all. This fact also supports the author’s view that @-amino com- 
pounds are essential for the formation of guanido compounds in 
the organism. The possibility that the guanidine-bodies are 
produced in the organism by the action of cyanamide upon amino 


* Among the guanidine-bodies only creatine and vitiatine have N-methyl 


group. The author considers that they are formed by the guanidization and 

subsequent methylation of their precursors. Asterubine which has N-dimethyl 

group is likely formed by the similar mechanism. Methyl- and dimethyl- 

guanidine are probably the decomposition products of their higher homologues. 
** Glycine is an a- as well as a w-amino acid, 
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compounds is doubtful, as such a reaction is not restricted to only 


@-amino compounds as will be shown in Table V. 


TABLE I, 


Guanidine-bodies found in the organisms. 


Occurrence 


Name Formel 
Glyco- NH (= 1 \ ; ; - 
cyamine s—-C(=N H)—NH-CH:;-COOH Urine(1), tissue(2). 


Creatine 
Asterubine 
Arginine 
Canavanine 
Guanidine 
Methyl- 
guanidine 
Dimethyl- 
guanidine 
Galegine 
Agmatine 
Vitiatine 
Arcaine 


Octopine 


NH:-C(=NH)-N(CH;)-CH:.-COOH 
N(CHs)s—-C(=NH)-NH-(CH2)»-SO:H 
NH--C(=NH)-NH-(CH:);-CH(NH:)-COOH 
NH:-C(=NH)-NH-O-(CH:):-CH(NH;)-COOH 
NH:-C(=NH)-NH, 


NH.-C(=N H)-N H(CH:) 
N H.-C(=N H)—N(CHs)2 


NH:-C@NH)-NH-CHs-CH=C(CHs)s 
NH:C(=NH)—N H—(CH:).-NH» 
NH:-C(=NH)—N(CHs)—(CHs)--NH—C(=NH)-N HH» 
NH:-C(=NH)-N H-(CH2),-N H-C(=NH)-NH; 
NH2-C(=NH)—N H-(CHs)s-CH-COOH 
NH-CH(CH;)—COOH 


Muscle ete. 
Asterias rubens(3). 
Liver ete. 
Jack bean(4). 
Hayatouri(5), 
geodia gigas(6). 
Muscle(7), urine of 
pregnant woman(8). 
Testicle(9), urine of 
pregnant woman(8). 


Galega officinalis(10). 
Ergot ete.(11). 
Human urine(12). 
Area noae(13). 
Octopus(14). 
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With the purpose of confirming this view, a series of model 
experiments was carried out with various amino compounds by 


‘ 
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using ammonia and charcoal. The use of charcoal was based upon 
the supposition that it might facilitate the guanidization. 

As will be shown in the experimental part, when an aqueous 
mixture of glycine, ammonia, and charcoal is allowed to stand for 
a certain hour at 37°C, the formation of a substance is observed, 
which gives the Sakaguchi reaction. In consideration of the well- 
known specificity of the reaction, there is no doubt that the product 
is glycocyamine. 

The possibility of presence of eyanamide in the charcoal pre- 
paration employed in this work is excluded by the experimental 
results shown later. The participation in the guanidization of 
earbon dioxide which is present ordinarily in the charcoal or is 
formed from amino compounds and charcoal, is probable. 


II. Marertats. 


1. Charcoal. In addition to sugar charcoal Merck’s medici- 
nal charcoal was used after various treatments. 

a) Untreated charcoal. The Merck’s preparation was used 
after drying in a desiceator without any further treatment. 

b) Acid-treated charcoal. 20gms. of the preparation were 
heated for 6 hours on a boiling water-bath with 350 ce. of 2N 
HCl, with the occasional addition of water. The supernatant liquid 
was then decanted and 500 ce. of distilled water were added to 
the residue. After standing on the bath for about 30 minutes 
with an occasional stirring, the charcoal was separated from the 
~ liquid. The same process was repeated until the washing showed 
no more Cl reaction. The charcoal was then filtered under suction, 
washed several times with water, and dried on the bath. 

c) Alkali-treated charcoal. 30 gms. of the preparation were 
treated similarly as in acid treatment except that 11 of 10 per cent 
KOH was used in place of HCl. When the final washing showed 
pH 6.0 the charcoal was dried at first on the bath and finally for 
1.5 hours in an oven at 120°C. 

d) Acid and alkali-treated charcoal: To 20 gms. of the pre- 
paration 200 ec. of 30 per cent HCl were added and the mixture 
was treated as in the ease of acid-treated charcoal. When the HCl 
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concentration of the final washing became about 0.3, the mixture 
was heated for 2 hours before filtration. The charcoal remaining 
on the filter was washed 50 times with 100 ce. of hot water each 
time. The final washing gave practically no Cl reaction. 300 ee. 
of 10 per cent NaOH were then added to the charcoal and the 
mixture was boiled for 2 hours. The alkaline solution was then 
decanted and the residue was washed with 500 cc. of water as in- 
dicated above. The washing was repeated until the supernatant 
liquid showed pH 9.6. At this pH a great portion of the charcoal 
becomes suspended in water while a small portion remains at the 
bottom of a contaimer. The former was collected on a filter and 
the latter was discarded. The charcoal on the filter was washed 
repeatedly with water until the final washing showed pH. 6.0, =Th 
was then suspended in water and CO, was passed for 15 minutes, 
after which it was filtered off, washed with hot water until no more 
carbonate reaction was given, and dried as in the previous case. 

e) Sugar charcoal. This was prepared from pure cane sugar 
by the ordinary method and was activated by a water vapor. 

f) Pre-used chareoal. The Merck’s charcoal previously used 
for the production of glycocyamine was washed with the sufficient 
amount of water and dried as previously indicated. 


2. Amino compounds. Glyecocoll, a-alanine and glutamic acid 


ww. 


were used. They are all Takeda’s preparation. 

3. Ammonia solution (10 per cent). A preparation of the 
Japanese pharmacopoeial standard was used without any further 
purification. 

4. Cyanamide solution. Schuchardt’s sodium cyanamide 
was found to contain 90 per cent cyanamide. Its aqueous solution 
was neutralized to pH 6.0 with dilute HCl or H.SO4 and made 
‘up to a definite volume with water. 


HII. TECHNIQUE. 


A definite amount of amino compound was dissolved in a 
mixture of 30 ce. of distilled water and 0.5-1.0 ce. of the ammonia 
solution, to which one of the chareoal preparations was added 
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(Table IL). The charcoal was used for the twofold purposes, one 
as a catalyst of the guanidization and the other as an adsorbent 
for the product. After stoppering the container, it was shaken for 
a while and kept for a definite interval of time in a thermostat 
at 37°C. Guanido compound thus formed was determined by the 
following method. When the formation of this compound by 
cyanamide was examined, charcoal was replaced by the cyanamide 


solution. 
TABLE II. 
IDistiWed water = Asis ie.srevettet ha peeneteteorene Peet 30 ce. 
Amino compound ...... a definite amount(gm.) 
Ammonia solution (10%) ........... 0.5-1 ee. 
Ghat coal- nsGiS asap eens char 1 gm. 


Determination of guanido compound. 

The Sakaguchi reaction was applied for the determination 
of guanido compound. The presence of amino compound, however, 
disturbs the color production of guanido compound as reported 
by Weber (1930). This necessitates the separation of the latter 
from the former before the colorimetry. 

This was attained in the following manner: The flask con- 
taining the reaction mixture is taken out of the thermostat and 
cooled to a room temperature. The mixture is filtered under a 
suction through a glass-filter on which a hard filter paper has been 
closely fitted. The charcoal sticking to the wall of the flask is 
completely transferred to the filter with water. The charcoal thus 
collected on the filter is washed several times to remove the amino 
compound. The guanido compound formed in the mixture and 
adsorbed by the charcoal is separated by washing ten times with 
3 cee. of 60 vol. per cent ethanol each time. This is sufficient for the 
complete elution of the compound. The whole eluate is quantita- 
tively transferred into a dish and evaporated on a boiling water- 
bath €o0 complete dryness. The residue is frequently contaminated 
with a minute amount of charcoal. This is removed as follows: 
The evaporation residue is dissolved in about lee. of hot water 
and the resulting solution is filtered into a test tube marked at 
5 ee. through a small glass-filter equipped as previously indicated. 
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The washing is repeated several times and the washines are added 
to the contents of the tube. The total volume of the washings 
should not exceed 5ce. The clear solution thus obtaind is then 
made up exactly to 5¢c. by the addition of water. With this 
solution, the guanidine-body is estimated according to the Saka- 
guchi method modified by Weber (1930) by using a pure 
glycoeyamine solution as standard.’ Thus, the amount of guanido 
compound determined is expressed in the elycocyamine equivalent. 
Generally 0.2 ce. of hypobromite solution is necessary for the test 
solution to obtain maximum color production. For the standard 
solution, however, 0.l ec. is sufficient. The solution containing 
0.005-0.05 me of eglyecoevamine in 5 ee. is suitable for the colori- 
metry. 

By the actual determination, it was confirmed that the 
maximum amount of glycocyamine adsorbed is about 1 mg. when 
30 ec. of its 5meg per cent solution is shaken with 1 em. of Merck’s 
charcoal for ten minutes at 37°C. This amount is influenced 
neither by the reaction of the medium, if it is in the neighbourhood 
of neutrality, nor by the time of shaking if it is within 5 hours. 
It was also found that with 5 minutes’ shaking at a room tempera- 
ture, 1 gm. of Merck’s charcoal is sufficient for complete adsorp- 
tion of 0.15 mg glyeocyamine in 30 ce. of its solution, containing 
0.1 em. of glycine with or without ammonia. 

The accurate determination of glycocyamine, therefore, can 
be made by this method if its concentration in the test solution is 
less than 0.15 mg in 30ce. The results listed in Table V indicate 
that this is also the case with other guanido compounds. 

When the formation of guanido compounds by the action of 
cyanamide was tested, 1 gm. of the untreated charcoal is added to 
the reaction mixture which has been kept for definite intervals of 
time in a thermostat at 37°C. The mixture is then shaken for 
5 minutes at a room temperature and filtered through the glass- 
filter to determine the guanidine-bodies by the manipulation as 
afore-mentioned. Within such a short interval of time as 5 
minutes, however, no production of guanidine-body was observed 
in the mixture of amino compound, ammonia and charcoal. 
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IV. ExXpEeRIMENTS AND DISCUSSION. 


The experimental conditions have been described in 
“Technique”. The results obtained are tabulated in Table III- 
VII. The approximate pH values of the reaction mixtures were 
measured by the pH indicator paper. 


(1) Formation of guanidine-bodies in the presence of various 
charcoal preparations. 

As is seen in Table III and IV, whenever glycine, ammonia 
and charcoal are present in a solution a substance is formed which 
gives the Sakaguchi reaction. As stated in “Introduction” the 
product is, no doubt, glycocyamine. The results of Table III also 
indicate that the amount of glycoeyamine formed generally increases 


= TaBLE IIT. 
Exp. Givens Ammonia Charcoal Reaction faves Glycocyamine 
No. solution ee ee time wal equivalent 
i 0.1 g. 0.5 ce. (OK Opalres 24 hrs. 8.2 0.0078 mg. 
(=1.3 mM.) |] (=2.8 mM.) 
2 ” ” ALC. 24 8.2 0.0055 
3 ” ” A.B.C 24 8.3 0.0060 
4 ” 1.0 ee. GRC: 20 8.9 0.0116 
i (=5.6 mM.) 
9) ” ” B.G. 20 9.3 0.0134 
6 ” ” A.C. 20 8.9 0.0096 
7 Ref 06 ler Pe 9.0 0.0118 
nk » » P.U.C. 24 9.0 0.0145 
9 ” ” UEC: 24,5 8.9 0.0140 
10 ” ” S.C. 24,5 OS Trace 
alae ” ” 1UAOr 116 8.4 0.0085 
12 ” ” SSiCe 116 9.3 0.0060 
13} ” = UC. 23 5.8 0 
14 ” 1.0ec. = 116 3) 0 
15 _ O.5ec. | UAC. Oa. eer) 0 
U.C.: untreated charcoal. A.C.: acid-treated charcoal. 


A.B.C.: acid and alkali-treated charcoal. B.C.: alkali-treated charcoal. 
P.U.C.: pre-used charcoal, 8.C.: sugar charcoal. 
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TABLE IV. 

Exp. ; pH of eC Ie tae 
Mo Amino acid Charcoal react. Glycoey SEAN 
f aus equivalent 

mix, 
16 Glycine OO1os C= Osa imiviy | Wey digs 9.4 0.0035 mg. 
17 | a-Alanine OOUe). CaO 1st ow). |, TC. 9.4 ) 
18 || Glutamic acid 0:02" (=043 3 ) | U.C. 9.3 0 
19 | Glycine Oil (= ACEO: 9.2 . 0.0146 
20 a-Alanine 0.12 C= 2 ly aeyo BY +0 
21 Glutamic acid 0.2 C113) |) HBCE 9.2 0 


In these experiments, the amount of the ammonia solution added was 1 ¢c., 
and the reaction time was 24 hours, 

The glutamic acid solution was neutralized with 10% NaOH-solution before 
the addition of the ammonia solution and charcoal. 

The symbol (+0) indicates that the glycocyamine equivalent is practically 
zero. 


with the alkalinity of the reaction medium. In case when one of the 
three reactants-is absent, glycocyamine formation is not observed 
at all. As to the amount of the product different charcoal pre- 
parations give practically the same result. This indicates that the 
reaction is not due to the action of cyanamide present in the pre- 
parations as an impurity. Cyanamide is readily transformed into 
urea by the treatment with acid and heat as will be shown later. 
The velocity of the production of glycocyamine decreases more or 
less when the acid-treated preparation is employed. This tendency 
becomes predominant when sugar charcoal is used, l.e. it takes 
about 5 days to yield the product in practically the same concentra- 
tion. In consideration of the experimental results with cyanamide 
shown later, it is evident that these results are not due to the small 
amount of cyanamide present in the two charcoal preparations. 
It is highly probable that they are due to the minute amount of 
an unknown substance which is present in charcoal and accelerates 
this reaction. It is worthy to note that among the three amino 
acids used glycine is the only substance that forms guanido com- 
pound in the experimental conditions. 
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(2) Formation of guanidine-bodies by cyanamide. 

In order to find out conditions of the reactions suitable for 
the comparison of the guanidization by cyanamide with that by 
charcoal, the experiments shown in Table V were carried out. The 
concentrations of cyanamide used in Experiments 22, 23, 24, 27 
and 28 were thus employed for the comparison discussed in the 
following section. 


TABLE V. 
ee Amino acid Cyanamide solution eG reat, ea 
22 |Glycine 0.1g.| 2.2%?) 1ee.(=0.52mM.) | 24hrs.| 9.6 0.0230mg. 
23 |a-Alanine 0.12 | 2.2 1 C=0:52 ) 24 9.6 0.0350 
24 |Glut.acid? 0.2 122 1 (=052 )| 24 9.6 | 0.0043 
25 |a-Alanine 0.1 Bre al ears! yo ee 9.5 0.090 
26 |a-Alanine 9.1 0:27 9 1 (= 0.064- ) 22 9.5 0.14 
27 | Glycine 0.083] 0.01765) 1. (=0°004 yo) ee, 9.5 0.0090 
28 |a-Alanine 0.1 0.0176 1 ¢€=0.004 ») 22 9.5 0.0056 
29 | Glycine 0.083} 0.0014 1 (=0.0003 )]| Qi 9.5 +0 
30 |a-Alanine 0.1 | 0.0014 1 (=0.00038 )]| 21 9.5 0 


In each experiment 1 cc. of the ammonia solution was used. 

0.083 gm. of glycine or 0.1 gm. of alanine corresponds to 1.1m. mole. 

» The solution of glutamic acid in 30 cc. of water was neutralized with 

10% NaOH solution before the addition of the ammonia solution and 

charcoal. 

This solution was prepared by neutralizing cyanamide with dilute 

hydrochloric acid. When a mixture of 1 ce. of this cyanamide solution, 

9¢ece. of water and lec. of 2N hydrochloric acid solution was heated 

for one hour in a boiling water-bath, yellowish silver cyanamide was not 

produced by the addition of ammoniacal silver nitrate solution. 

The solution was made by neutralizing cyanamide with dilute hydro- 

ehlorie acid. 

*,», ® These solutions were prepared by neutralizing cyanamide with 
dilute sulfuric acid. 


Comparison of the reactions by charcoal and by cyanamide. 


The results of the experiments, already shown in Table IV and 
V, are summarized in Table VI for the sake of comparison. 
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TABLE VI. 


ae Amino acid Charcoal oe hae oe en ane 
(hrs.) | mix. ie a 
16 | Glycine 0.01g.| U.C.lg.| — | 24 9994 |/0:0035 mix, 
17 |a-Alanine 0.012 | U.O. = pa | od 
18 | Glutamie acid 0.02 UC. — pA e923 | 0 
19 | Glycine 0.1 A.B.C. — 24) || 7972 0.0146 
20 | a-Alanine 0.12 A.B. = 24 OSS) ee a 
21 | Glutamic acid 0.2 A.B.C. == 24 9.2 0 
22 | Glycine 0.1 _— 2.2 %1ce. 24 9.6 | 0.0230 
23 a-Alanine O02 == 2.8 24 9.6 | 0.0350 
24 | Glutamic acid 0.2 = 2.9 e4 6 | 0.0043 
27 | Glveine (0ss qe 0.0176 | 22 | 95, | 0.0090 
28 a-Alanine 0.1 _— 0.9176 22 9.5 0.0056 


It is seen that while cyanamide brings about the guanidization 
of a-alanine to a marked degree, charcoal has no effect upon the 
amino acid. The reaction of glycine induced by charcoal is there- 
fore of great interest when its analogous reaction occurring in the 
organism is considered. The failure of guanidization of a-alanine 
by the charcoal preparations shows that they do not contain 
cyanamide as an impurity. 


(3) Formation of guanidine-bodies in the presence of charcoal 
together with cyanamide. 

In order to see whether or not charcoal accerelates the 
guanidization of the amino acids by cyanamide, the experiments 
shown in Table VII have been earried out. 

Comparison of the result of Experiment 32 with those of 31 
and 27 clearly shows that charcoal has no catalytic effect upon the 
guanidization by cyanamide. The reaction catalysed by charcoal 
and caused by cyanamide proceeds independently. The same rela- 
tion is also observed in Experiments 34, 33 and 28. 

The possibility that cyanamide present in charcoal as an im- 
purity may act upon amino compound to produce guanidine-body 
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TaBLeE VII. 

a) (ce ; 
A : ; we 2 | Cyanamide React. os = Glycocyamine 
a Amino acid | Charcoal | Solution ‘nie reac equivalent 
he | mix, 
| 
31 | Glycine 0.083 g.| B.C. 1g. | _ 22 hrs: 9.5 0.0098 mg. 
27 | Glycine 0.083 = | 0.0176 Y1ce.| 22 9.5 0.0090 
32 | Glycine 0.083 B.C.1 | 0.0176 al 22 9.5 0.0181 
33 | a-Alanine 0.1 eae — 22 9.5 +0 

| ~ _ 
28 | a-Alanine 0.1 = | 0.0176 1 22 9.5 0.0056 
34 | a-Alanine 0.1 | BC. 1) O06 1 22 9.5 0.0048 
29 | Glycine 0.083 = | 0.0014 oft 21 9.5 +0 
35 | Glycine 0.083 B.Cc.1 | 0.0014 aft 21 9.5 0.0097 
30 | a-Alanine0.1 | — | 0.0014 1 21 9.5 0 
36 | a-Alanine 0.1 | B.C.1 | 0.0014 1 21 9.5 +0 
25 | a-Alanine 0.1 — ie: al 23 9.5 0.090 
37 | a-Alanine 0.1 Die ics 1 23 9.4 0.090 


in each experiment 1 ec. of the ammonia solution was added. 


is eliminated by the fact that it is transformed to urea by treating 
it with HCl. It is well known that cyanamide is transformed to 
urea by the action of dilute hydrochloric acid. In order to secure 
a further proof that this is the case even with cyanamide added 
to the charcoal preparation, the following experiment was carried 
out. A mixture of lec. of 1.3 per cent cyanamide solution and 
lgm. of the untreated charcoal in 30 ce. of water is shaken for 
5 minutes at a room temperature. 3ce. of 2N HCl are then added 
to the mixture and it is heated in a boiling water-bath for 2 hours 
with an occasional agitation. After cooling, the mixture is 
neutralized to pH 6.0 with 10 per cent NaOH-solution. lee. of 
10 per cent ammonia solution and 0.1 gm. of a-alanine are then 
added to the neutralized mixture and it is thoroughly shaken. The 
pH of the solution is thus elevated to 9.4. Finally the mixture is 
kept for 23 hours at 37°C. No guanidization of a-alanine by this 
treatment was observed. This indicates that the guanidization by 
the action of charcoal is not due to cyanamide present in it. 
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V. Summary. 


it has been established that glycine is guanidized by the 
catalytic action of chorecoal in the presence of ammonia. With 
respect to the mechanism of this reaction further study is intended. 
The fact that this reaction is not due to the action of cyanamide 
present in charcoal as an impurity is evident. It is of interest 
to note that glycine is converted into guanido compound, while 
a-alanine or glutamic acid remains unchanged under the same 
condition. These experimental results support the view that 
q@-amino group is essential for the formation of guanidine-bodies 
in the organisms. 

The author would like to express his hearty thanks to Prof. 
Kakiuchi for his kind advice and criticism throughout the course 
of this research. 
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From the investigations made hither-to on the rice-bran, the 
presence of a large quantity of free acid seems to be its characteris- 
tie. 

In order to biochemically study the nature of fat, it is desired 
to know whether there is any difference between fatty acids form- 
ing free acid and those constituting neutral oil, and thus the present 
investigation was undertaken. 

According to the investigation made by Hata (Table I) on the 
oil from the seed of Kaido (oil of seed of Calophylum Inophyllum. 
Linn) produced in the Kainan Island, it seems that there is no 
great difference between the fatty acid constituting free acid and 
that of neutral fat. 


TABLE I. 
See Palmitic | Stearic Oleie ote ananoite 
atty acic acid % acid % acid % | acid ee 
ems 2 = i. | ; 
Fatty acid of Neutral oil 18.5 10.7 48.6 | ae 
yf 


: ea acid of Acidie oil ilyfeal 15.0 ' 34.8 


About the chrysalis oil, which is considered to have much free 
acid, Kawase and his colleagues observed that the fatty acid com- 
posing the oil consists of palmitic acid 25%, oleic acid 60% and 
linoleic acid 15%, and the rate of fatty acid does not differ either 
in the case of free acid or in the case of neutral oil, but the result 
of the investigations made by Hiki and Nishikawa (Table IT) 
shows that though there is no wide difference in the fatty acid of 
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the male chrysalis, in the oil of the female chrysalis, especially in 
the quantity of Cys, Cig unsaturated fatty acid, a little difference 
was observed. 


TABLE II. 
Male 6 | Female 2 
Free acid 53 80 


In order to compare the free acid with the fatty acid constitut- 
ing the neutral oil, the rice-bran prepared from Showa 15th year 
Riku-u No. 132 rice grown by nitrogen manures in the Western 
Chosen farm of the Fuji Kogyo Campany was extracted with 
petroleum ether. 600 gems (yield 21%) of extract were. obtained 
from 2.9kgms of bran, and its physical constants are shown in 
Table ITI. 


TABLE IIT. 
Mee | eee ae ; “ere eae. x 
pea Bete carers | Acid Val, | Sap. Val. 
| | | 
0913 | 1468 | 103 | 14 | 186.8 
TABLE IV. 
Rice oil D n Tod. Val,| Acid Val.}Sap. Val.| Investigators 
Produced in| 15° 
Chosen 0.92084 —_ 103.1 81 192 K. Takahashi 
Produced in} 15.5° 2OP OOM LOaS 
Niigata 0.92357 | (Butyrometer) 122) 189 ” 
Produced in| 15 202 
Okayama | 0.9273 | 1.4742 107.6 34 184 M. Tsujimoto 


Comparing the above results (Table IIIT) with those (Table 
IV) obtained’ by Tsujimoto and Takahashi, there is little or no 
difference in the iodine and saponification values, but some dif- 
ference is observed in the acid value. 

To 549 gms of the bran-oil, 770 cc. of 1 N-potassium hydroxide 
were added, and the neutral oil was separated with ether. The 
soap was acidified with 25% sulphurie acid, and free fatty acid 
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thus formed was extracted with ether. The result was as follows; 
free acid 209 gms (388%) (calculated value from acid value as 
oleic acid 37%), neutral oil 306 ems (56%) (calculated value from 
acid value 63%), and the loss 34gms (6%). The physical con- 
stants of the free acid and the neutral oil are shown in Table V. 


TABLE V. = 
Free acid Neutral oil 

De 0.909 0.920 

ae 1.466 1471 
Tod. Val. 101.6 108 
San. Val. _ 184.5 
Neut. Val. 198.4 _ 
Mean Mol. Wt. 282.8 — 


The fatty acid was separated as methyl ester by the Haller 
method. 500 ce. of methanol containing 2% hydrochloric acid were 
added to 187 gms of the free acid, and heated for four hours on 
a water bath. Then the alcohol was distilled; the same process was 
repeated again, obtaining 182e@ms (93% of theoretical value) of 
erude methyl ester having the following properties (Table VI). 


TABLE VI. 


Dp? | ne fod. Val. | Sap. Val. 
ssa 
| 
| 


9,889 1.456 99.0 


The erude methyl ester was fractionally distilled four times 
under 15mm pressure, and the result was as shown in Table VII. 

In the Table VII, fraction 1 is considered to consist chiefly 
of methyl miristate, fraction 3 of methyl palmitate, fraction 2 of 
a mixture of miristate and palmitate, fraction 5 of methyl ester 
of Cis fatty acid, and fraction 4 is considered to be a mixture of 
methyl ester of Cig and Cys fatty acids. 

The results of an elementary analysis of fractions 3 and 5 
agree with the theoretical value of methyl ester of Cig and Cig 
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TABLE VII. 

Fraction | Temp. t°C | Yield gm Da ne Tod. Val.| Sap. Val. 
1 125—175 alaté 0.866 1.442 18.0 220.7 
2 LOS Bah, 0.866 1.442 22.3 205.4 
3 193—198 17.5 0.867 1.443 27.6 204.9 
4 198—205 V2.7 0.873 1.448 85.4 191.0 
5 | 205—216 95.3 0.879 1.452 118.0 189.5 

Residue | 24.0 (Sum of four distillations) 

Loss | Bye) (Ce ” ” ) 


fatty acid respectively. 

The fraction 5 which was supposed to consist of both Cis 
saturated and unsaturated acids; was separated to fatty acids by 
the cooling method. 93g¢ms of oil were saponified with 36% 
alcoholic potash on a water bath for 2 hours and acidified. The 
fatty acids thus formed were separated, washed with water and 
dried on the water bath. 88 gms (99% of theoretical value) of fatty 
acid of the following constants shown in Table VIII were obtained. 


TABLE VIII. 
D2 A inet hel ue | Neut. Val. | M. Mol. Wt. 
0.895 1.461 124.9 | 199.0 282.0 
TABLE IX. ; 
Fraction Weight gm. Tod. Val. 
il 1.4 G5) 
2 0.5 ‘ 1.8 
3 34.2 Bo see ¢ 
4 4.5 144.0 
3) 4.0 146.9 
6 5.0 156.8 
ff 8.8 160.4 
8 19.9 158.6 
Loss 7.2 
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85.4 gms of the mixed fatty acid dissolved in 854 ce. of acetone, 
which were cooled to —20°C and then to —60°C, were separated 
into 8 parts (Table IX) of stearic, oleic and linoleic acids. The 
quantity of stearic, oleic, and linoleic acid was caleulated from the 
iodine value of each part and mole ratio was found to be 3, 58, 
and 39 (‘Table X). . 


TABLE X. 
Fatty acid Weight gm. | Mol. ratio % 
Stearie acid eo 3 
Oleic acid 45.1 58 


Linoleic acid 30.7 39 


The weight and mole ratio of the free acid of the oil from 
physical constants were calculated and the results were shown in 
Table XI. 


TaBLE XI, 

Fatty acid Weight gm. Mol. ratio % 
Miristie acid 2.0 2 
Palmitie acid 22.0 19 
Stearic acid 3.0 ef ey 
Oleic acid 58.1 46 
Linoleie acid 39.0 of 


In the same way as in the ease of acidic oil, neutral oil was 
transformed into methyl ester, and was separated to each methyl 
ester of fatty acid by the fractional distillation. The fraction 


TaBLe XII. 
Methyl ester of fatty acid Methy] ester of 
constituting neutral oil free fatty acid 
De 0.896 0.889 
no 1.457 1.456 
Tod. Val. 101.8 98.6 
Sap. Val. 192.4 190.1 
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corresponding to Cig acid methyl ester was made from fatty acid, 
and by the cooling method stearic, oleic, and linoleic acid were 
separated from 10% acetone solution. 197 gms of crude methyl 
ester having the constant of Table XII were obtained from 206 gms 
of neutral oil, and comparing this with the above free fatty acid 
methyl ester, there is a very little difference in the specific gravity. 

The results of the fractional distillation for methyl ester 
conducted four times under 15mm _ pressure are shown in 
Table XIII. 


TABLE XIII. 
Fraction Temp. Yield gm pe np Tod. Val. | Sap. Val. 
1 125—175 ay 0.863 1.442 16.7 220.7 
2 175—193 5.0 0.866 1.442 20.0 208.3 
3 198—198 28.5 0.869 1.444 38.4 206.4 
4 198—205 6.4 0.873 1.448 70.6 199.9 
5 205—216 79.7 0.879 1.452 116.5 189.1 
Residue 25.6 (Sum of four distillations) 
Loss Rp (( ” ” ) 
TABLE XIV. 
Cis fatty acid Cis fatty acid 
constituting neutral oil constituting free acid 
Dr 0.896 0.895 
nn 1.461 1.461 
Tod. Val. 119.3 124.9 
Neut. Val. 198.9 199.0 
M. Mol. Wt. 282.1 282.0 


75.6 gms of methyl ester of Cis fatty acid (fraction 5) were 
heated with 45e¢ms of 36% alcoholic potash for two hours on 
a water bath, and the soap was acidified with 25% sulphuric acid. 
71.5 gms of Cis fatty acid (99% of theoretical value) having the 
constant shown in Table XIV, were obtained. 

The iodine value compared with that of free Cjs-acid is a 
little smaller. Accordingly 69 ems of the acid dissolved in 690 ec. 
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acetone, which were cooled first to —20°C and then to —60°C, 
were fractionated into the following five parts (Table XV) and 
the amount of stearic, oleic, and linoleic acid were calculated from 


the iodine value of each part and the mole ratios were shown in 
Table XVI. 


TABLE XV. 
Fraction Weight gm. Tod. Val. 
i 2.4 4.9 
2 0.4 7.1 
3 47.1 TL 2 
4 5.0 152.2 
D 10.8 160.6 
Loss 3.5 
TABLE XVI. 

Fatty acid Weight gm, Mol. ratio % 
Stearic acid : 2.8 4 
Oleie acid 39.8 61 
Linoleic acid 22.6 35 


The weight and mole ratio of each fatty acid calculated from 
the physical constant of acids constituting neutral oil are seen in 
Table XVII. 


TABLE XVII. 

Fatty acid Weight gm. Mol. ratio % 
Miristie acid 3.9 4 
Palmitie acid 33.0 30 
Stearic acid Soll 3 
Oleic acid 47.9 40 
Linoleie acid Dither: 23 


When these results are compared with those of free acid 
(Table XVIII) it was ascertained that in bran-oil there is some 
difference in the amount of palmitic acid, but in that of other 
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acids, little or no difference is observed between the free-fatty acids 
and the fatty acids constituting neutral oil. 


TasLE XVIII. 


Fatty acid 


Fatty acid of 
neutral oil 


Fatty acid of 
free acid 


Mol. ratio % 


Mol. ratio % 


Miristic acid 4. 2 
Palmitie acid 30 19 
Steari¢ acid 3 2 
Oleic acid 40 | 46 
Linolei¢ acid 23 | 31 
EXPERIMENTS. 


60 kes unhulled rice (Showa 15th Year Riku-u No. 1382) 
produced in the Western Chosen farm of the Chosen Fuji Kogyo 
Company were ground in the laboratory with a Santoku hulling 
machine and cleaned by a Yamada rice-cleaning machine, and 
3.6 kgs bran (6%) were obtained. 

2.9kegs of the bran were treated in a Soxlet’s large glass 
extractor with 4.41 of petroleum ether (B.P. 40-60°C) for twenty 


TABLE XIX. 

Sample gm. Bee Acid Val. Mean 
0.38937 5.330 73.58 73.58 
0.3305 6.350 (eye 

Sample gm. Soe Sap. Val. Mean 
1.0073 5.38 186.44 186.79 
0.7723 4.14 187.13 

Sample gm. Ot Be es pe Tod. Val. Mean 

x id 
0.1087 8.82 102.45 102.75 
0.1205 9.85 103.04 
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hours and 600 gms (21%) of a brownish bran-oil of D¥®=0.913; 
n$—1.4677 and of Table XIX were obtained. 

To 549 ems of the bran-oil which was dissolved in 1.11 of ether, 
770 ce. of 1N-potassium hydroxide solution were added. The mix- 
ture was thoroughly shaken and the ethereal solution was separated 
from the soap, washed by water, and dried by adding anhydrous 
sodium sulphate. The ether was distilled off on a water bath, and 
306 gms (56% ) of a brownish, transparent neutral oil of D?°=0.9201; 
n%—1.4708 and of Table XX were obtained. 


TABLE XX, 
: 0.1 N-Na.S.0; cc. es 
Sample gm. F=0.99502 Tod. Val. Mean 
99; Ly A 
0.0224 1.84 103272 103.49 
0.0406 3.32 103.25 
| 
Sample gm. ee Sap. Val. Mean 
2 5 ; 
0.5041 2.66 184.20 184.46 
0.3874 2.05 184.72 


25% sulphurie acid was added to the soap solution thus 
obtained, and the fatty acid was extracted with ether. After 
washing with water it was dried with anhydrous sodium sulphate, 
and the ether was distilled off on a water bath. 209 ems (38%) of a 
greenish brown solid free acid of D?=0.9085; n$=1.4658 and of 
Table X XI were obtained. 


TABLE XXI, 

0.1 N-Na.S8.03 ce. a 
Sample gm. F=0.99502 Tod. Val. Mean 
0.0451 3.62 101.85 101.57 

0.0356 2.87 101.79 

; 0.1 N-KOH cc. NT i 
Sample gm. F=0.81301 Neut. Val. Mean 
0.1657 TQ 198.77 198.38 

0.1788 7.76 197.98 
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The free acid thus obtained was treated in the following 
procedure. 

500 ec. of methanol containing 2% hydrochlorie acid were added 
to 187 ems of free acid, heated for four hours on a water bath and 
the alcohol was distilled off. Repeating the same procedure, 
esterification was made and after the alcohol was distilled, it was 
neutralized with 2% sodium carbonate solution till the acidity 
disappeared completely, and was washed with water and dried. 
182 ems (93%) of a light brownish transparent crude methyl ester 
of DP=0.8892; n’8=1.4456 and of Table XXII were obtained. 


TABLE XXII. 

Sample gm. of Esha sth, — Tod. Val. Mean 
0.0267 2.09 98.84 98.93 
0.0255 2.00 99.03 

Sample gm. aCe Neut. Val. Mean 

9. 
0.2479 1.34 188.69 190.06 
0.2243 1.23 191.43 


160.8 gms of the methyl ester were distilled fractionally four 
times and the results of the 4th distillation shown in Table XXIII 


were obtained. 


TABLE XXITI. 

Fraction ¢°O Yield gm. %o 

al 115—175 alee 1.2 
2 175—193 REA 2G 
3 193—198 AY es: 12.8 
4 198—-205 ioe 9.1 
5 205—216 95.3 69.8 
Residue 4.2 3.2 

Loss LiF 12 


The physical constants of the each fraction are shown in 


Table XXIV. 
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TABLE XXIV. 


Fraction ¢°C Db np Tod. Val. | Sap. Val. 
1 115—175 0.8662 1.4421 18.04 220.72 
2 175—193 0.8666 1.4428 22.00 205.40 
3 198—198 0.8674 1.4425 27.63 204.90 
4+ 198—205 0.8726 1.4481 85.39 191.04 
5 205—216 0.8788 1.4521 118.00 189.45 


The results of elementary analysis of the 3 and 5 fractions 
are seen in Table XXV. 

60 gms of 36% alcoholic potash were added to 92.7 ems of 
methyl ester of the fraction 5 which was supposed to be Cys. acid. 
The mixture was heated for two hours on a water bath, and the 
transparent soap thus obtained was dissolved by adding 1.51 of hot 
water, and 25% sulphurie¢ acid was added till the solution became 
strongly acidic. The liberated acid was separated and heated on the 
water bath under a reduced pressure, and a yellow transparent 
mixed fatty acid of D®=0.8947; n=1.4610 and of the analytical 
results shown in Table XX VI were obtained. The yield was 88 ems 


(99% ). 


TABLE XXV. 
Sample gm.| CO, gm H,0 gm C % H% 
0.1442 0.8989 0.1643 75.44 12.75 
Fraction 3 0.1460 0.4026 0.1615 75.20 12.38 
Mean Tds82 12.59 
Methyl palmitate Cy,H3.O2 75.48 12.68 
Sample gm.| CO, gm H,O gm C % H% 
0.1462 0.4129 (iis yal T7102 12.02 
0.1365 0.3862 0.1500 77.16 12.24 
hogar Mean 77.09 12.13 
Methyl stearate +CyyHggO02 76.44 12.84 
Methyl oleate CipH 3602 76.95 12.24 
Methyl linoleate  Cri9H3sO2 77.50 11.59 
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TABLE XXVI, 

Sample gm. 04 BNE E es ge Tod. Val. Mean 
0.0250 2.46 124.25 124,93 
0.0381 3.79 125.60 

‘ 0.1 N-KOH ee. 

Sample gm. F=0.7880 “ Sample gm. Mean 
0.2892 13.050 199.52 199.01 
0,1126 5.055 198.50 


85.4 ems of Cig acid thus obtained were dissolved in 854 ce. of 
acetone, and were kept at —20°C for ten hours. The crystals 
produced were filtered by suction and were washed by 20 cc. of 
acetone that was cooled to —20°C, and 1.4gms of erystals and 
83.9 ems of liquid were obtained. Their iodine values were found 
to be 1.5 and 127.2 respectively. The liquid part was again made 
to 10% acetone solution, and was cooled again to —20°C for five 
hours. 0.5 em (lod. V. 1.8) of the crystals and 83.3 gms. (lod. V. 
128.3) of liquid part were obtained. 

The liquid acid thus obtained was made to 10% acetone solu- 
tion, and was cooled to —60°C by dry ice. The erystals thus 
produced were filtrated by suction, and were washed by 50 ee. of 
acetone that was cooled to —60°C. The erystals were dissolved 
at a room temperature, and 62.5 gms (lod. V. 114.8) of liquid acid 
were obtained. When acetone was distilled off from the filtrate, 
19.9 ems (lod. V. 158.6) of liquid acid were obtained. 

These procedures were repeated five times and the results are 
given in Table XXVII. 

In the same procedure as in the ease of free acid, neutral oil 
was treated to separate solid and liquid fatty acids. 700cc. of 
methy! alcohol, containing 2% hydrogen chloride were added to 206 
gms of neutral oil, and it was boiled for six hours on a water bath. 
The alcohol was thus distilled, and 2% methanol hydrochloric acid 
was added. Methanolysis was repeated, thus distilling the alcohol 
off. The solution was shaken with 2% sodium carbonate solution, 
and was washed with water and dried. 197 ems of a light brownish 
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TABLE X XVII. 


Cis free acid 


85.4 gms 
I, V. 124.9 
—20°C 
, 
| 
1.4 gms 83.9 gms 
Ue, AWS ass ADs Nie ae) 
(1) PXOXG, 
| | ; 
| 
0.5 gms 83.3 gms 
ee Veles LE Ve283 
(2 — 60°C 
ews. 12 ees 
| 
62.5 gms 19.9 gms 
I. V. 114.8 I. V. 158.6 
yee (8) 
ye i cies 
51.8 gms 8.8 gms 
vile Whe, aN Oe) I. V. 160.4 
= 6016 
(7) 
ee we tor ees 
45.0 gms 5.0 gms 
I, V. 105.4 Ll, Vie 56:8 
cali a (6) 
ee Ole ; Fal 
39.9 gms 4.0 gms ‘ 
Te Vemloer0 I. V. 146.9 
—60°C 2 
(5) 
oo - aoa 
34.2 gms 4.5 gms 
Te Vig rSS:3 I. V. 144.0 
(3) (4) 


transparent crude methyl ester of D®=0.8958; n%=1.4570 and 
of Table XXVIII were obtained. 

152.6 gms methyl ester thus obtained were distilled fractionally 
four times and the result of the 4th distillation shown in Table 
XXIX was obtained. 

The physical constants of the fractions obtained in the above 
case are shown in Table XXX. 

To 75.6 gms of the methyl ester of the fraction 5 which was 
supposed to be Cig acid, 45 gms of 36% alcoholic potash were added. 
After heating for two hours, the soap thus formed was dissolved 


ad 
e 


with 1.37 of hot water, and was acidified with 25% sulphuric acid. 
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TABLE XXVIII. 


Sample gm. HEL Se & Tod. Val. Mean 
- 0.0330 2.64 | 101.01 101.75 
0.0223 1.81 102.49 
Sample gm. Oa ee Sap. Val. Mean 
0.2237 1.240 193.50 192.36 
0.2696 1.477 191.25 
TABLE XXIX, 
Fraction ¢°C Yield gm. % 
4 125—175 17 13 
2 175—193 | a0) 3.9 
3 | 193—198 28.5 22.4 
Se 198—205 6.4 5.0 
5 205—216 | 79.7 62.5 
Residue 4.7 iif 
Loss 1.5 2 
TABLE XXX. 
F.action t°C iho ne Tod. Val. Sap. Val. 
1 125—175 0.8625 1.4416 16.74 220.66 
2 175—193 0.8660 1.4422 20.03 208.33 
3 193—198 0.8687 1.4438 38.49 206.42 
4 198—205 0.8729 1.4475 70.61 199.85 
5 205—216 0.8788 1.4520 116,51. 189.11 


The free acid thus separated was washed with water, and the 
moisture was removed by heating on a water bath. 71.5 ems (99%) 
of a yellowish-orange transparent C,gmixed fatty acid were obtained 
and the physical constants of D? —0.8960; n®=1.4608 and of those 
shown in Table XX XI were observed. | 


68.7 ems of Cig acid thus obtained were made to 10% acetone 
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TABLE XXXI. 


0.1 N-Na.8.O3 cc. 


Sample gm. F=1.0256 Tod. Val. 


0.0240 2.20 119.33 


0.1 N-KOH ec. 


Sample gm. F=0.7880 


Neut. Val. 


0.1120 5.037 198.85 


solution, and having treated at —20°C, 2.4¢ms (I. V. 4.9) of 
solid acid and 66 ems (I. V. 129.7) of liquid acid were obtained. 
The liquid acid thus obtained was treated again at —20°C, and 
0.4 ems (I. V. 7.1) of solid acid and 64.8 gms (I. V. 130.8) of liquid 
acid were obtained. Having treated the latter at —60°C, 52.9 oms 
(J. V. 118.6) of liquid acid from a crystal portion and 10.3 gms 
(I. V. 160.6) of liquid acid from the filtrate were obtained. The 
former was again cooled at —60°C, and 47.1 e¢ms (I. V. 112.2) of 
liquid acid from a erystal portion and 5.0gms (I. V. 152.2) of 
liquid acid from the filtrate were obtained (Table XXXII). 


TEAR IG GX, 


Cis acid constituting neutral oil 


68.7 gms 
His Wig wae 
= 20°C 
Pa eo 
I | 
2.4 gms 66.0 gms 
I, V. 4.9 1 WA, MPA 
—20°C 
(1) | 
I I 
0.4 gms 64.8 gms 
ee Viawied I. V. 130.8 
—60°C 
(2) 
I ; i 
52.9 gms 10.3 gms 
PV. 123.6 TV L6026 
i C (5) 
i 1 
47.1 gms 5.0 gms 
I. V. 112.2 ie Ve Loe 


(3) (4) 
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UBER EINE ISOMERE CHOLSAURE, HETEROCHOL- 
SAURE AUS DER 
ALLIGATORSCHILDKROTENGALLE. 


Von 
TUTOMU KANEMITU. 


(Aus dem Biochemischen Institut Okayama. 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Eingegangen am 22. Dezember 1941) 


Bereits Yamasaki u. Yuuki(1936) und Yamasaki u. 
Suganami (1942) haben aus der Galle von Alligatorschildkréten 
zwei Laktone, Trioxy-sterocholansdurelakton vom Schmelzpunkt 
208° u. Trioxy-isosterocholansaiurelakton vom Schmelzpunkt 220° 
aus der Galle von Alligatorschildkroéten isoliert. Das erste Lakton 
(Fp 208°) habe ich (1942) als 6-Lakton der 3.7.12.22-Tetraoxy- 
sterocholansdure erkannt. 

Aus der von zwei Laktonen befreiten Mutterlauge wurde durch 
Fraktionierung mit alkalischer Phosphatlésung eine neue Art von 
Cholséure vom Schmelzpunkt 195-198° erhalten, die nach der 
Analyse der Formel CosH4oO; entspricht. Der in Nadeln kry- 
stallisierte Methylester schmilzt bei 213-215° und zeigt eine 
positive Hammarstensche Reaktion und eine spezifische Drehung 
[a]$=+25° in Methanol. Der Methylester der neuen Siure zeigt 
bei der Mischprobe mit dem Tetraoxy-norsterocholansauremethyl- 
ester (Ohta 1939) eine Schmelzpunktdepression und zwar schmilzt 
er bei 190-195°. 

Vielleicht ist die Séure auch von Nutria-cholsaure nach Brig! 
u. Benedict (1933) verschieden, da die erstere eine positive 
Hammarstensche Reaktion zeigt, die Nutria-cholsaure dagegen 
nicht, obwohl der Schmelzpunkt der beiden Saéuren bei 198° liegt. 
Diese isomere Cholsiure mochte ich als Heterocholséure bezeichnen. 

Das Vorkommen einer solchen isomeren Cholsdure in der Galle 
von Alligatorschildkréten kann dafiir sprechen, dass diese Saure 
aus dem als Zwischenstufe der Steroide zu Gallensaure zu 
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betrachtenden Trioxysterocholansdurelakton herstammt, genau wie 
aus der Kroétengalle Tetraoxycholan von der Formel C2o4H4204 
von Kazuno (1940) aufgefunden wurde. 

Als Anhang wurde die haemolytische Grenzkonzentration der 
verschiedenen Gallensiuren; Cholsaure, Trioxy-isosterocholensaure, 
Trioxy-sterocholansiurelakton und Trioxy-isosterocholanséurelakton 
festgestellt, wie aus Tabelle I ersichtlich ist. 

Trioxy-isosterocholensdéure ist giftiger als die beiden Laktone 
und noeh weit giftiger als Cholsaure. 


BESCHREIBUNG DER VERSUCHE. 
1. Heterocholsaure. 


2 Liter Galle von Alligotorschildkréten wurden dureh Alkohol 
von Mucin, durch Abdampfen vom Alkohol befreit und mit 
Kalilauge versetzt, bis die Lésung 10% Kalilauge enthalten mochte. 
Das Gemisch wurde auf dem Sandbade 50 Stunden erhitzt, unter 
Ansauerung mit verdiinnter Salzséure mit Chloroform 5 mal 
geschiittelt, bis der letzte Chloroformauszug sich nicht mehr ver- 
farbte, und der Chloroformauszug mit einer 10% igen Sodalésung 
geschiittelt, wobei die Séure in die Sodalésung tibergehen und das 
Lakton im Chloroform bleiben sollte. 

Diese Sodalésung wurde mit verdiinnter Salzsiure angesduert, 
die dabei abgeschiedene schmutzig-gelbbraune Fallung in Ather 
aufgenommen und der Atherauszug je mit 30 cem einer 10%igen 
Natriumphosphatlésung 30 mal extrahiert, um die Saure aufzuneh- 
men. 

Diese verhaltnismassig nicht schmutzig-gelb gefirbten Frak- 
tionen der Phosphatlésung wurden mit verdiinnter Salzsdure 
angesiiuert, die dabei abgeschiedene weisse Fallung wieder in Ather 
aufgenommen und der Atherauszug mit einer 10%igen Phosphat- 
lésung wieder einige Male geschiittelt. Diese mittleren Fraktionen 
wurden unter Ansduerung mit verdiinnter Salzsdure in Ather auf- 
genommen, der Atherauszug mit Wasser gewaschen, getrocknet und 
in Petrolather digeriert, um die fettige Substanz zu entfernen. Der 
Riickstand wurde aus Ather, Essigester, Aceton, Alkohol und 
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Methanol umkrystallisiert, aber immer als amorphes Pulver 
erhalten, welches bei 195-198° sehmilzt. 

Diese getrocknete amorphe Masse wurde in Methanol geldst 
und in tiblicher Weise mit atherischer Diazomethanlisung verestert. 
Der Ester wurde aus Methanol-Wasser umkrystallisiert. Feine 
Nadeln vom Schmelzpunkt 213-215°. Ausbeute 0,05 ¢. Der Ester 
zeigt eine positive Hammarstensche Reaktion. 


Spezifische Drehung: 0,02 g Subst. in 5 eem Methanol, 
i=ldm," 2=+0,% | fe]? =425° 
1,945 mg Subst.: 5,077 mg COs, 1,750 mg H20. 
Ce5H4205 Ber. C 71,04% H 10,00% 
Gef. ,, 71,20,  ,, 10,07,, 
Der Ester wurde mit einer 5%igen alkoholischen Kalilauge 
2 Stunden hydrolysiert und aus dem Hydrolysat durch Ansaéuren 
mit verdiinnter Salzsiure eine weisse Fallung erhalten. Diese 
Masse wurde nach dem Trocknen aus Aceton, Essigester, Methanol 
und Athanol umkrystallisiert, aber kein Krystall sondern eine 
amorphe Substanz erhalten, die bei 195-198° schmilzt. 


2. Hdadmolytische Wirkung. 


Die hamolytische Wirkung der héheren verschiedenen Gallen- 
sduren, wie Trioxy-sterocholanséurelakton, Trioxy-isosterocholan- 
siurelakton und _ Trioxy-isosterocholensaure, wurde nach der 


TABELLE I, 

=. Konzentration| 1 1 1 il tie ot i 1 
Gallensiure BYRDS || 5) 150 | 300 | 600 | 1200 | 2400 | 4800 
Cholsaure InP + ae + + — = ~ 
Trioxy-isostero- mn 4 4 4 he + os ote 
cholensaure : 
Trioxy-sterocholan- 4 fe at a es oa = a! 
sdurelakton 
Trioxy-isostero- Es ‘i ” x8. = = 
cholansiurelakton a Ns a 
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Methode von Wieland (1920) gepriift und mit der von Cholsaure 
verglichen, wobei das Lakton dureh Alkali hydrolysiert und als 
Natriumsalzlosung in 0,9%iger Kochsalzlésung zum Versuch ver- 
wendet wurde. Die roten Blutkérperchen wurden Ziegenblut 
entnommen. Die Resultate sind in Tabelle I zusammengefasst. 
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BILDUNG VON a- UND £-3-OXY-7-KETOCHOLANSAURE 
AUS DEHYDROCHENODESOXYCHOLSAURE 
IM KROTENORGANISMUS. 


Von 
TUTOMU KANEMITU. 


(Aus dem Biochemischen Institut Okayama. 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Hingegangen am 22. Dezember 1941) 


Die Epimerisierung der Alkoholgruppe in der Stellung an Cz 
des Gallensiuremolekiils im Organismus wurde bei verschiedenen 
Ketogallensiuren festgestellt, wie z.B. Shibuya (1933) u. 
Kyogoku u. Yamasaki (1935) durch Zufuhr von Dehydrochol- 
sdure aus dem Harn des Kroétenorganismus /-3-Oxy-7,12-diketo- 
cholanséure und Kyogoku (1987) durch Zufuhr von Dehydro- 
desoxycholséure /-3-Oxy-12-ketocholansiure mit der a-Saure 
isohert haben. Andrerseits hat Kimura (1937) in der Schweine- 
galle 6-3-a-6-Dioxycholansaure, S-Hyodesoxycholsiure aufgefunden. 

Ausserdem wurde noch /-3-a-6-Dioxyallocholansaure im Harn 
von Kaninchen bei Zufuhr von 6-Dehydrohyodesoxycholsaure auf- 
gefunden, wihrend eine partiell hydrierte 6-3-Oxy-6-ketoallocholan- 
séure von Tukamoto (1939) aus dem Harn der Kroéten erhalten 
wurde, denen a-Dehydrohyodesoxycholsiure einverleibt wurde. 
Tukamoto (1939) hat dabei auch die interessante Beobachtung 
gemacht, dass die dem Kaninchenorganismus verabreichte a-3-Oxy- 
6-ketocholansiure unter Epimerisierung als /-3-Oxy-6-ketoallo- 
cholansaure im Harn ausgeschieden wurde, was mit dem Ergebnis 
von Kyogoku (1987) tibereinstimmt. 

Bis jetzt wurde nur das Schicksal der 3.12-, 3.6-Diketo- oder 
3.7.12-Triketogallensiure untersucht. 

Um einen weiteren Beitrag zur Kenntnis des Schicksals der 
Ketogallensiure im Tierkérper zu bekommen, wurden hier 35¢ 
3.7-Diketocholansdure den 126 Kréten subkutan einverleibt und 
aus 9,4 Liter Harn 0,05 g 6-3-Oxy-7-ketocholansaure vom Schmelz- 
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punkt 247-248° und aus 252 cem Galle 0,04 g a-3-Oxy-7-ketocholan- 
siiture vom Schmelzpunkt 201° erhalten, die beide durch Oxydation 
mit Chromsaure 3.7-Diketocholansaure lieferten. 

Die aus dem Harn gewonnene Saure vom Schmelzpunkt 248° 
wurde in bekannte 3,7-Diketocholansiure vom Schmelzpunkt 154° 
oxydiert und in bekannten Athylester vom Schmelzpunkt 133° 
iibergefiihrt, was zeigt, dass die OH-Gruppe an Cz als die /-Kon- 
figuration zu bezeichnen ist, das heisst die Saure /-3-Oxy-7- 
ketocholansaure ist. 

Diese Saéure muss ohne Zweifel von der verabreichten Dehydro- 
chenodesoxycholsdure herstammen, was fiir die Epimerisierung der 
Alkoholgruppe in der Stellung an C3 des 3.7-Diketocholansaure- 
molekils im Tierkérper beweiskraftig sein soll, wahrend die 
verabreichte Diketosdure der Hauptmenge nach im _ Kroten- 
organismus in a-3.7-Dioxycholanséure umgewandelt und ausgenutzt 
worden sein diirfte. 


EXPERIMENTELLER TEIL. 


Den Kroten wurde Dehydrochenodesoxycholséure als 1%ige 
Natriumsalzlésung je 3 cem subkutan verabreicht und zwar betrug 
die injizierte Gallenséure insgesamt 35¢ und die Krétenzahl 126. 
Dann wurde nach Zufuhr von Dehydrochenodesoxycholsdure der 
Harn der Kroéten durch Katheterisierung gesammelt, der insgesamt 
9,4 Liter betrug. Nach 5-6 maliger Injektion wurden die Kréten 
(insgesamt 126) getdtet und ihre Gallenblasen herausgenommen. 
Die gesammelte Gallenmenge betrug 252 cem. 


I. Galle. 


Die Galle wurde durch Alkohol von Mucin befreit, der Alkohol 
abgedampft und mit Ather geschiittelt, wodurch die Lésung in zwei 
Fraktionen, Atherauszug und wasserige Lésung getrennt wurde. 


1. Atherauszug. 


Der Atherauszug wurde mit einer 10%igen Sodalésung 
geschuttelt, die Sodalosung unter Anséuerung mit verdiinnter Salz- 
sdure ausgefallt und die Fallung wieder in Ather aufgenommen. 
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Dieser Atherauszug wurde nach dem Waschen mit Wasser und 
Trocknen mit Pottasche verdunstet und in Petrolither digeriert, 
um die fettige Substanz zu entfernen. Dieser Riickstand wurde 
erst aus Ather, dann aus Methanol-Wasser umkrystallisiert. Tafeln 
vom Schmelzpunkt 200-201°. Ausbeute 0,04g¢. Der Krystall zeigt’ 
mit 3-Oxy-7-ketocholansiure keine Schmelzpunktdepression. 
3,950 mg Subst.: 9,572 mg COs, 3,088 mg H.O. 
Co;H sO; Ber: © 73379 ~H9:81 
; Gef. ,, 73,58 ,, 9,72 

2. Wasserige Losung. 

Die von der Atherlésung abgetrennte wisserige Losung wurde 
unter Ansiuerung mit verdiinnter Salzsiiure mit Ather ausgezogen, 
der Atherauszug mit einer 10%igen Sodalosung geschiittelt und 
die Sodalésung unter Ansiuerung mit verdiinnter Salzsdure aus- 
gefallt. Die Fallung wurde wieder in Ather aufgenommen, der 
Atherauszug nach dem Waschen mit Wasser und Troeknen mit 
Pottasche verdunstet und der Riickstand in Petrolather digeriert, 
um die fettige Substanz zu beseitigen. Die dabei erhaltene eelb- 
gefarbte harzige Masse wurde aus Essigather mehrmals umkrystal- 
lisiert, wobei immer eine nicht krystallisierte kolloidige Masse 
gzurtueckblieb. Dies diirfte wohl eine Art von Sterocholansiure sein. 


Il. Harn. 


Der gesammelte Harn wurde mittelst des elektrischen Fohns 
getrocknet, wieder im Exsicator gut getrocknet und der Riickstand 
(34 ¢@) mit absolutem Alkohol viermal extrahiert. Vom Alkohol- 
auszug (3 Liter) wurde unter Zusatz von Wasser der Alkohol 
abgedampft und unter Ansiuerung mit verdiinnter Salzsaure aus- 
geithert. Der Atherauszug wurde nach dem Waschen mit Wasser 
und Trocknen mit Pottasche verdampft und in Petrolather 
digeriert, um das Pech zu entfernen. Der Riickstand wurde in 
Ather digeriert und in eine atherlésliche und atherunlésliche Frak- 
tion getrennt. 


1. Atherlésliche Fraktion. 


Der Atherauszug wurde verdunstet, in 5%iger Kalilaugelésung 
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velést und eine Stunde lang erwarmt. Das Hydrolysat wurde 
unter Ansiuerung mit verdiinnter Salzsiure ausgefallt, die Fallung 
in Ather aufgenommen, der Atherauszug nach dem Waschen mit 
Wasser und Trocknen mit Pottasche aus Aceton-Wasser um- 
krystallisiert. Schuppen vom Schmelzpunkt 247-248°. Ausbeute 
0,05 g. 
2,805 mg Subst.: 7,643 mg COs, 2,483 mg H20. 
Co1HasO1 Bere 1C735 79 eo oH: 
Gets ayy (3500 so.So- 

40 mg der Séiure vom Schmelzpunkt 247—248° wurden in 5 cem 
Hisessig gelost, mit 40mg Chromsaure in WHisessig versetzt und 
eine Stunde stehen gelassen. Die Loésung wurde in Wasser 
eingegossen und die dabei abgeschiedene Fallung aus Alkohol- 
Wasser umkrystallisiert. Schuppen vom Schmelzpunkt 153-154°. 
Der Krystall zeigt mit reiner 3.7-Diketocholansdure keine Schmelz- 
punktdepression. 

Diese Saure vom Schmelzpunkt 154° wurde in tiblicher Weise 
mit Alkohol und konzentrierter Schwefelséure verestert und der 
Ester aus Alkohol umkrystallisiert. Nadeln vom Schmelzpunkt 
133°, 

Die S&éure zeigt mit dem Dehydrochenodesoxycholsaure- 
athylester keine Schmelzpunktdepression. 


3,530 mg Subst.: 9,712 mg COs, 3,013 mg H20. 
Coxe HO. Ber. © 74,95 H 9,68 
Get, 5, vo. 04 ee, Oboe 

2. Atherunlésliche Fraktion. 

Die atherunlisliche Masse wurde in einer 5%igen Kalilauge- 
losung gelost und 2 Stunden lang erhitzt. Das Hydrolysat wurde 
unter Ansdiuerung mit verdiinnter Salzsiure ausgefallt. Die 
Fallung wurde in KHssigester gelést und die Liésung nach dem 
Waschen mit Wasser und Trocknen eingeengt, wobei aber kein 
Krystall erhalten wurde. Dann wurde der Riickstand aus Aceton, 
Methanol und Athanol mehrmals umzukrystallisieren versucht, 
konnte aber nicht in Krystallform gebracht werden. 
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UBER DIE VERTEILUNG DES VITAMIN B, IN 
TIERISCHEN UND PFLANZLICHEN 
GEWEBEN. II.!) 


Von 


KEIZABURO DOHI. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium des Kitasato-Instituts 
zu Tokyo. Direktor: Dr. A. Fujita.) 


(Hingegangen am 25, Dezember 1941) 

In Fortsetzung der ersten Mitteilung (Fujita und Matsu- 
kawa 1942) wurde ausschliesslich durch unsere fluorometrische 
Methode (Fujita, Asari und Dohi 1942) die Verteilung des 
Aneurins in verschiedenen tierischen und pflanzlichen Geweben 
bestimmt. Da die fluorometrische Methode etwa 50 bis 100 mal 
empfindlicher als die kolorimetrische ist, wurde die Verteilung 
des Aneurins in einzelnen feineren Gewebeteilen und in kleineren 
Organen immer fluorometrisch erforscht. Auch die untersuchten 
Arten der Tiere und Pflanzen wurden erweitert. In dieser Arbeit 
sollen die Ergebnisse der Messungen an _ tierischen Geweben 
berichtet werden. : 


I. ANEURINGEHALTE DER RATTENORGANE. 


Die Organe wurden sofort nach dem Toten der Ratte heraus- 
genommen und abgewogen, die Gewebephosphatase wurde sofort 
inaktiviert und vorschriftsmassig bestimmt. Die Ergebnisse be- 
finden sich in Tabelle I, in der die Organe der Ratte mit dem 
gleichen Buchstaben sich auf dieselbe Ratte beziehen. Da der 
Aneuringehalt der Organe je nach dem Individuum, Ernahrungs- 
zustand, usw. sehr variabel ist, sollen die angegebenen Werte nur 
als angenahrt betrachtet werden. Aus der Tabelle ersieht man, 
dass das Aneurin in den meisten frischen Geweben fast ausschliess- 


1) Der Gesellschaft ,,Nippon Gakuzyutu-Sinkékai* danke ich fiir die 
Unterstiitzung dieser Arbeit. (A. Fujita). 
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TABELLE I. 


Rattenorgane, 


Die mit | | eingeklammerten Zahlen bedeuten die Aneurinwerte 
der Gewebebreie, die ohne Erhitzung und ohne ,,Takadiastase”-Zusatz 
nach Bebriitung tiber Nacht bestimmt wurden. 


Aneuringehalt 


38 sniniep frei 
Datum 2S Gewebe insgesamt ae 

iz frei | insgesamt (%) 
30. Nov. 1941 F | Nebenniere” fast 0 | 867 0 
30. Sept. ,, A | Herzmuskel ” 678 [675] 0 
i7oar FS B_ | Hoden 36,2 | 735 [744] 5 
TORINO mess E_ | Knochenmark — 660 — 
30. Sept. _,, A | Niere 23,7 | 625 [623] 4 
ee Oks 3 B Leber 38,7 600 [588] 6,5 
no» 9 |B | Oeil fast 0 | 561 [586] 0 | 3» 
18. Okt. ,, | C | Milz fast 0 | 512 [482] 0 
18. Okt. - D_ | Grosshirn fast 0 | 463 [456] 0 
a ep 55 C | Thymus” 67,9 | 456 15 

Gehirn 
13. Okt. Y) B (Gross- u. fast 0 411 {350] 0 
Kleinhirn) 

30. Nov. o F Magen fast 0) 378 0 
10. Nov. 1941 E | Zunge = 360 — 
18. Okt. x D Zwerchfell” 36,1 317 ie 
SOS Sept: | ss A | Lunge fast 0 | 275 [270] 0 
30. Nov. 9 F Kleinhirn” fast 0 265 0 
S105 INOW Ay F | Diinndarm” 10,7 258° (253) 4 
30. Nov # Fr Dickdarm” fast 0 253 0 
LOS INOVA as E | Parotis a 227 — 
US mOKGs Bs C | Pankreas” BleD 181 21 
LO NO veu es, E | Augapfel — 107 — 
LO; Nove.) “35 E | Haut fast 0 9635 0 
18. Okt. - C | Uterus fast 0 60,2 [66] 0 


Sofort nach dem Toten bestimmt. 
Zweimalige ‘Vorextraktionen. 
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lich in veresterter Form vorliegt. Das etwa gefundene geringe 
freie Aneurin stammt moglicherweise von der Dephosphorylierung 
_durch Gewebephosphatase wihrend der Praparation her. Ferner 
erkennt man, dass die meisten Gewebe eine geniigende Menge Phos- 
phatase enthalten und das simtliche veresterte Aneurin durch 
Gewebephophatase allein ohne besonderen Zusatz der ,,Takadiastase“ 
nach Bebriitung hydrolysiert wird. Besonders reich an Aneurin 
sind folgende Gewebe: Nebenniere, Herzmuskel, Hoden, Knochen- 
mark, Niere, Leber, Skelettmuskel, Milz, Gehirn und Thymus. 


II. ANEURINGEHALTE DER RINDERORGANE. 


TABELLE II. 


Rinderorgane, 
Aneuringehalt frei 
Datum Gewebe anne insgesamt see ere 
frei insgesamt (%) 
20. Nov. 1941 | NePenmiere, | tastov | fast0D |  — 
% FP fe » Mark fast 0) 750 0 
17. Feb. 1940 | Herzmuskel 50* 500 10* 
25. Feb. "6 Niere, Rinde 260* 520 adhe 
PAS MNEs a5 » Mark 180* 200 90* 
20. Juli 1941 | Retina 84,2* 438 ito} Lewes 
21, Juli oo Chorioidea 268* 301 89* » 9 
24, Juli 5 Tris 48,7* 101 48* yo» 
20. Juli A Hornhaut 42,2* 43,3 100* 9» 
25. Juli Fr Linse 8,9* 15,8 567 
XN Aull gy Glaskérper” -- 9 — 
iSeemebs 45 Milch® 27,8* 31,6 88* 
15,Peb. 3 ip ae 23,1* 44,3 52* 
21. Feb. _,, ts ta 26,0* 42,1 62* 


* Ohne Beriicksichtigung der Phosphatase-Inaktivierung bestimmt. 
Dasselbe ist auch fiir die folgenden Tabellen giiltig. 

D Das zugesetzte Aneurin wurde vollstindig wiedergefunden. 

» Von S. Kawati bestimmt. 

® Von T. Asari bestimmt. 

” Bs bedeutet: Hinmal vorextrahiert. Die Fluorescenz ist weiss. 
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Von Rinderorganen wurden hauptsichlich die Verteilung des 
Aneurins in einzelnen feineren Gewebeteilen untersucht, wie z. B. 
in Rinde und Mark von Niere und Nebenniere, sowie in einzelnen 
Bestandteilen des Augapfels. Wie aus den Ergebnissen in Tabelle 
II ersichtlich, findet man das Aneurin bei Nebenniere hauptsachlich 
im Mark, wiihrend in der Rinde der Niere etwa 2,5 mal so viel 
enthalten ist als im Mark. Das Auge enthalt am meisten Aneurin 
in der Netzhaut, wahrend es in der Linse sehr sparlich zu finden 
ist. Betreffs Glutathion und Vitamin C haben wir (Fujita und 
Numata 1939, Fujita und Ebihara 1937) ein gerade um- 
gekehrtes Verhaltnis gefunden. Aus dem Reichtum an Aneurin 
in der Netzhaut ist anzunehmen, dass das Aneurin bei der Sehfunk- 
tion irgend eine wichtige Rolle spielt. 


III. ANEURINGEHALTE EINIGER MENSCHLICHER GEWEBE 
UND KORPERFLUSSIGKEITEN. 


Ich untersuchte einige menschliche Gewebe und Koperfliissig- 
keiten, die durch klinische Operation entnommen waren. Die Er- 
gebnisse enthalt Tabelle III. Die Frage ob irgend ein Zusammen- 
hang zwischen der Arakawaschen Reaktion und dem Aneuringehalt 
der Milch besteht, hat schon Asari (1942) ausfihrlich behandelt. 


TABELLE III. 


Menschengewebe. 
Aneuringehalt frei 
i : in a - 
Datum Gewebe Krankheit V7 insgesamt Paes 
frei jinsgesamt| (7) 
19. Juli 1941 | Tonsilla Tonsillitis | 20* | 90 o2* 1 
palatina? _ = Fis : 
Schleimhaut 
d. Sinus Chron. Ent- % 
PAD): isllbt 5. Maxillaris zundung = fe oat ff 
Highmori 
: Bronchitis 
‘ Liq. cerebro- ose ¢ 
26. Juni ,, spinde Mees 2,8 9,3 30 iomone 


» Von S. Kawati bestimmt. 


» Einmalige Vorextraktion. Gelbgriine Fluorescenz. 
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IV. ANEURINGEHALTE DER GEWEBE SONSTIGER 
SAUGETIERE UND VOGEL. 


Aus Tabelle IV ersieht man, dass der Muskel des Schweines 
besonders reich an Aneurin ist. Im Hiihnerei ist das Aneurin 
besonders reichlich im Eiklar enthalten und zwar rund 10 mal so 
viel als im Hikgelh. 


TABELLE IV. 


Gewebe der sonstigen Siugetiere und Vogel. 


Aneuringehalt frei 


; : oe in i B 2 
Datum Art Gewebe v7 insgesamt epee 
frei insgesamt (%) 
2. Marz 1942 Schwein Muskel} 890 | 1975 [1975] 45 Be 
3. Jub 5 Ip ” — | 1380 — Dae 
2. Marz ,, 3 Fett 7, 66 [17] 26 oe 
Dee ViarZin 5s Huhn Muskel| — 116 _ 2. 
Higelb | — 51 — ah 
CP 2 Hiklar | — | 485 ae 3. 
Anas 
. platyrhyneha : = j = ¢ . 
14. Mai 6 platyrhyheha Muskel 263 2. gr. W 
if (Kamo) wie = a 


V. ANEURINGEHALTE DER FISCHE. 


In Tabelle V werden die Ergebnisse der Messungen an 
verschiedenen Fischarten angefiihrt. Hier kann man _ ganz 
eindeutig erkennen, dass das Aneurin auch in Fischgeweben fast 
ausschliesslich in veresterter Form vorliegt. Sehr auffallend ist 
der Befund, dass der dunkelrote Muskel ,,Tiai“ im Vergleich zum 
gewohnlichen Muskel bedeutend viel Aneurin enthalt, wie in der 
ersten Mitteilung bereits hervorgehoben wurde. Merkwiirdig ist 
der Befund, dass die meisten Fischgewebe nach Zerreiben ohne 
Erhitzung und nach Bebriiten iiber Nacht ohne Zusatz der 
, lakadiastase* kein Aneurin nachweisen lassen, obwohl das 
zugesetzte Aneurin vollkommen wiedergefunden wird, wie die 
eingeklammerten Zahlen in Tabelle V zeigen. Die Fischgewebe 
scheinen also praktisch keine Phosphatase zu enthalten, die das 
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TABELLE V. 
Fische. 
Aneuringehalt fren 
in y%o insge.| Bemer- 
Datum Art Gewebe Be a ae kungen 
frei | insgesamt | (%) 
Pagrosomus 
‘ major Temm. af _ 599 — |1.bw.) 
11. Mai 1942 I ee Muskel 5 
(Madai) 
Parasilurus Muskel 0 | 425 fo)” 0 
12. Dez. 1941 | asotus L. Leber 08) | 375 lor" 0 
(Namazu)” Haut 0» 20 [0]® 0 
Weisser Muskel] 0%) | 413 et ie 0 
Cyprinus lian. 0%) | 3250 Rabe 0 
Aa) 72s carpio L. Hoden 08) 101%) LO)” 0 
(Koi)” Leber 03) 882[0]» | 0 
Haut 0%) OV [O]» 0 
Weisser Muskel} 0° Sion OD 0 
. Ohaites 0?) | 24295 [0]®) 0 
Carassius Ceci 03) 263 fo]® 0 
4. Dez. sy carassius L. Hoeden 03) 67 [013) 0 
—) Leber 08) 99 [0]| 0 
Haut 0%) 03) (0]® 0 
Neothunnus ) ; 5 
; > | macropterus Muskel (rot = 155 oS: Jaber: 
Sees IES larcent ot elation = 297 — || 2sibeer: 
Schleg. (Sibi) 
a son [ammo |arutarcweiss] — | ue | = | 2 nar 
(Binnaga) =o tae PP rcets 
Trachurus japo- 
19. Mai 1942 | nicus Temm.et | Muskel = 1379) = ||PoG ase 
Schleg. (Azi) 
Beryx splen- Muskel 
15. Jan. -5 dens Lowe (haupsachl. if dei 5 
(Kimmedai) weiss) 
Hemibarbus ; : - 
barbus Temm. Muskel 0%) 893) [0]®) 0 
4. Dez. 1941 et Schleg. | Haut (2) CPfOJD | — 
(Nigoi) 
Stromateoides Muskel = 88 9 || as fears [oye 
: ? 9 | argenteus pieinie — 113 — | 2.¢r.b. 
ee Enphrasen Haut (weiss, _ 69 et) 3 7 
(Managatuo) Bauchseite) sinha t 
Psenopsis Muskel 
Sy, ANWTINE anomalaTemm. et} (einschl. = 84 = oe 
Schleg. (Ibodai) | ,,Tiai‘‘) 
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” 


” 


” 


” 


Katsuwonus 
vagans Lesson { 
(Katuo) 


Caesio chry- 
sozona Kuhl 
et Van Hasselt 
(Takasago) 


Oncorhynchus 
keta Walbaum 
(Sake) 


Platycephalus 
indicus L. (Koti) 


Limanda angus- 
tirostris Ki- 
tahara (Karei) 
Seriola quinque- 


radiata Temm. 
et Schleg. (Buri) 


Scomber japo- 
nicus Houttuyn 
(Saba) 


Ophiocephalus 
argus Cantor { 
(Raihi) 
Thalassoma um- 
brostigma Rippel 
(Nisikiuo) 
Muraenesox 


cinereus Fors- 
kal (Hamo) 


Brachiostegus 
japonicus 
Houttuyn 
(Amadai) 


Paralichthys 
olivaceus Temm. 
et Schleg. 
(Hirame) 


Gadus macro- 
cephalus Tilesius 
(Tara) 


Thynnus ori- 
entalis Temm. 
et Schleg. 
(Maguro) 


Sebastodes matsu- 
barae Hilgendorf 
(Ak6dai) 


Roter Muskel 
pean 


Muskel 


Roter Muskel 
»Tiai‘ (grau- 
braun) 

Haut 


Muskel 


Muskel 


Roter Muskel 
plane 


Muskel 
Pails 


Haut (Riicken- 


seite) mit 
etwas ,,Tiai‘ 


Muskel 
Haut 


Muskel 


Muskel 
(aussehl. 
Haut) 


Muskel 
Haut mit 
etwas ,,Tiai‘ 


Muskel 
Haut (weiss) 
mit etwas 


Muskel 


icine 

Muskel 
(Riickenseite ) 
Haut 


Muskel 


78 


823 


78 


68 
145 
10 


66 


61 


~e 


vo 


320 


D3 


384 


156 


508) 
348) 


498) 


47 


47 
49 [48] 


39 
ar 


bo 


Ds 
= Ds 


ales 


WwW. 


Ww. 
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Monacanthus Afcicel ay 39 One 
as five 9 ry, abs ak as | Tiai" == Se S se w 
(Kawahagi) Heber a SNe 
Polypus vul- : thas 
28. Mai 5 garis Lamarck pus Caussehl.} __ 26 1. b. w 
? Haut) 
(Tako) 
Sepiella main- nN 74 10 1 hoa 
11. Mai f droni de Roche- { ee = 10 1h -w. 
brune. (Maika) Rumpf 
Clupea pallasi Muskel —_ D0 b. gr 
14. Mai - Cuvier et Jor: arium = 6.5 aoe 
Valence. (Nisin) » XKazunoko™ : 
Sardinia mela- Muskel = 4,8 | Be Feane 
Pee hota 4 nosticta Temm. lini les _— 5,1 — | 2. gr. 
et Schleg. (Twasi)| ‘Haut — 0 — | 2. gr.b. 
Anguilla japonica (Muskel 63) 02 [0] | — 
12. Dez. 1941 | Temm. et Schleg. fi Leber 02] 3132 [0]2)| oO 
(Unagi)” Haut 08) OP OT) 
Misgurnus ah 3) = 3 ip) 
6. Marz 1942 | anguillicaudatus eee cz Hy es ee 
Cantor (Dozy6)” ae ME 
Cypselurus agoo Ze 2) a4: © 
23. Mai ,, | Temm. et Schleg. { coe e Oe = eee 
(Tobiuo) acme HBT 


~W. 


Kein zugesetztes Aneurin wurde wiedergefunden. 

Zugesetztes Aneurin wurde nur teilweise wiedergefunden. 

Das zugesetzte Aneurin wurde praktisch vollstandig wiedergefunden. 

> Tbs lay = swestweiss, © Gor) vorunsen) | vaseviclentaes uence ammicel 
Sofort nach dem Toten untersucht. 


veresterte Aneurin hydrolysieren kann. Sehr merkwirdig waren 
die Befunde bei der Haut von ,,Koi“ und ,,Nigoi“, (nicht aber bei 
Haut von ,,Namazu“, ,,Unagi“ und ,,Dozyé6“), wo das dem unerhitz- 
ten Gewebebrei zugesetzte Aneurin nach Bebriiten tiber Nacht 
verschwindet, wihrend das bei der Bestimmung des Gesamtaneurins 
dem erhitzten Extrakt zugesetzte Aneurin vollkommen wieder- 
gefunden wird. Hs liegt sehr nahe anzunehmen, dass sich irgend 
eine thermolabile Substanz in solchen Geweben befindet, die das 
Aneurin zerstort. Hinige Versuchsbeispiele sollen hier angegeben 
werden. 


(1) 
5,74 g Muskel werden behandelt. 10 eem Extrakt (1:20) werden 


Weisser Muskel von ,,Huna“ (Carassius carassius L.) 
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zur Bestimmung des Gesamtaneurins verwendet. Zur Thiochrom- 
reaktion werden 6,0 ccm Isobutanol zugesetzt. Die Fluoreszenz 
war etwas zu stark. Zur Bestimmung wurde der Isobutanolextrakt 
mit Isobutanol aufs 4fache verdiinnt und 5,0 cem der verdiinnten 
Losung wurden verwendet. Gefunden: 

H=0,337, Z=0,437, Z—H=0,100 (Auf 6,0 cem unverdiinntem 
Isobutanolextrakt umgerechnet: 0,10-4-6/5=0,48y. Zugesetzt : 
0,50 y). 


9 
X = 4.0,33 Uae 100 = 875 y%. 
4.0,1 10 


Zur Bestimmung des freien Aneurins werden 10 cem Extrakt 
(1:20) verwendet. Gefunden: 


B=), 7 = Odiloy ) Also a=; 


2) Das ,,Tiav von ,,Huna. 

1,020 g¢ Muskel werden behandelt. 2,0 cem Extrakt (1:50) 
werden zur Bestimmung des Gesamtaneurins verwendet. Von 6,0 
ecm zugesetztem Isobutanol werden zur Bestimmung 5,0 ccm 
Isobutanolextrakt verwendet. Gefunden: 

H=0,825, Z=0,425, Z—H=—0,425 (Auf 6,0ccem Isobutanol 
umgerechnet: 0,510y. Zugesetzt: 0,500y). 

X = 0,825.2. 59 100 = 2425 y%. 
0,425 2 

Zur Bestimmung des freien Aneurins wurden 10 cem Extrakt 

(1:50) verwendet. Gefunden: 


Hees 7-0 4155 Also 20. 


(3) Haut von Luna” 

2,080¢ Haut werden behandelt. 10cem Extrakt (1:50) 
werden zur Bestimmung des Gesamtaneurins verwendet. Gefunden : 

H=0, Z=0,415, Z—H=0,415 (Auf 6,0cem Isobutanol um- 
gerechnet: 0,498y. Zugesetzt: 0,500y). Also X¥=0. 


VI. ANEURINGEHALTE IN KREBSEN, KRABBEN UND 
MuSscHELN. 


In Tabelle VI befinden sich die Ergebnisse fiir Krebse, 
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Krabben und Muscheln. Man erkennt daraus deutlich, dass kein 
freies Aneurin, mit einigen Ausnahmen wie ,,Syako“ und ,,Kaki", 
nachzuweisen ist und dass das dem unerhitzten Brei zugesetzte 
Aneurin nach Bebriitung iiber Nacht meistenfalls vollstandig 
verschwindet und in einigen Fallen wie z. B. ,,Syako“ und ,,Sazae“ 
grésstenteils verloren geht, obwohl das dem erhitzten Extrakt 
zugesetzte Aneurin nach Bebriitung mit ,,Takadiastase“ meisten- 


TABELLE VI. 


Krebse, Krabben und Muscheln. 


Aneuringehalt Raed 
in yo * Bemer- 

Datum Art Gewebe insge- i: 
samt | Kungen 


frei insgesamt (%) 


26. 


24, 


jw) 


alee: 


10. 


24. 


16, 


18. 


Caridina japonica] Ganzes 


Dez. 1941 | Ortmann (ausschl. 02} (160)% [0] 0 
(Kawaebi) Schale) 
Ganzes 


jane 1040 Squilla oratoria 


an (aussehl. 199%) | 1153) [1562]”| 95 
de Haan (Syako) Schale) 
Portunus tritu- 3 3 
SIN OWS 6 bereulatus Miers oe os iS i] De pete 
(Gazami) sis e101 
Cambaroides Muskel 
5 CAatank japonicus de (ausschl. Kopf} — 101) — aie 
Haan (Zarigani) | und Schale) 
Penaeopsis 
. Mai ie joyneri Miers Muskel — 662) [17] | — | 2b. 
(Sibaebi) 
Panulirus japo- 
Feb. ,, | nicus de Haan Muskel of = 03? 13%) 0 
(Iseebi) 
Penaeus japo- Ganzes 
Juli 1941 | nicus Bate (ausschl, (Q)) (0) — | 3.b.v. 
(Kurumaebi)® | Schale) 
Stichopus japo- | Ganzes 
Jan. 1942 | nicus Selenka (ausschl. 03) 113° [0]2) 0 
(Namako) Hingeweide) 
Feb Atrina japonica lpr a 03 606) [0] ) 0 
eal iw Reeve (Tairagi) ||Frss (0)» 2138 [0)) 0 
Ostrea laperousei| ;Kiemen 206% | 5953)[475]3)| 39 
Nov. 1941 | Thunberg - Adduktor 156% | 263%(129}2)| 60 
(Kaki)? |! Sonstige 617) | 2883 [40] 2 | 21 
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"ashy dapat 


Haliotis gigantea 


“ 2 : ‘ 7 
. Mai 1942 Grell ahh) Muskel — 182%) [47|% | — | 2.gr.w 
: Latrunculus 

4, Mai ny japonicus Swerby) Muskel — 169 — | 3. gr. 
(Bai) 
Anadara inflat 1 2 

26. Dez. 1941 | poove ( aes A Ganzes 0) | 1443[169]9| 06 
Turbo cornutus at 7 , 

15. Jan. 1942 Selunder (Gazse) Ganzes 0%) 39% [17] 0 
Meretrix 

9. Okt. 1941 | meretrix L. Ganzes (i) (OY [OJP | — | 3. 
(Hamaguri) 
Paphia philippi- | (Fuss 03) 0%) [0|» _- 

30.-=Nov; _,, narum Adams et {isiemen (3) 0%) [0}» — 
Reeve (Asari) Adduktor (6%) 0%) [0] — 
Viviparus melle- 

14. Jan, 1942 | atus Reeve Ganzes (9) (0)) [0]? | — 
(Marutanisi) 
Cristaria plicata 

14. Jan. ,, Leach. Ganzes (0) (9) [OJ» | — | 
(Karasugai) 
Schizothaerus 

23. Marz ,, nuttalli Conrad. Cae. Wee Oy Ne a 
(Mirukui) iphon (0) (0)? [0] lc 


5) 


6) 


falls vollstindig wiedergefunden wird. 


Das zugesetzte Aneurin verschwandt. 
Das zugesetzte Aneurin wurde nur teilweise wicdergefunden. 


Das zugesetzte Aneurin wurde praktisch vollstandig wiedergefunden. 
Wenn man sofort nach Zusatz des Aneurins mit HCl und Natriumsulfat 
erhitzt und behandelt, wird das zugesetzte Aneurin vollstindig wieder- 


gefunden. 


60 Minuten verloren. 
Gewichtsprozent: Kiemen 20,2%, Adduktor 15,4% und die sonstigen 


Gewebe 64,4%. 


und die sonstigen Gewebe 56% des Gesamtaneurins. 
Von S. Kawati bestimmt. 


Nach diesem 


Das dem Extrakt zugesetzte Aneurin geht innerhalb 30 bis 


Absolute Aneurinmenge: Kiemen 32%, Adduktor 12% 


Versuch 


scheint die Substanz im unerhitztem Brei, die das zugesetzte 
Aneurin nach Bebriitung vollstindig zerstért, thermolabil zu sein. 
Bei manchen Krebsen und Muscheln, wie zB. ,,Kurumaebi“, 
»Tairagi“, ,,Hamaguri“, ,,Tanisi“, ,,Karasugai“ und » Mirukui* 
war das dem erhitztem Extrakt zugesetzte Aneurin nicht nach- 
Die etwa in diesen Extrakten vorkommende Substanz, 


zuweisen. 


die das Aneurin zerstért, scheint also etwas thermostabiler zu sein. 
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Ob die relativ thermolabilere und die relativ thermostabilere Sub- 
stanz dieselbe oder verschiedene Substanzen sind, muss noch 
genauer erforscht werden. Bei ,,Kaki“ wurden die nach Bebriitung 
ohne Zusatz der ,,Takadiastase“ gefundenen Aneurinwerte kleiner 
als die nach Zusatz des Ferments gefundenen. Daraus ist zu 
schliessen, dass sich in diesen Geweben Phosphatase befindet, die 
aber nicht stark genug ist, um das vorliegende veresterte Aneurin 
unter den vorschriftsmissigen Bedingungen vollstandig zu spalten. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


Mit unserer fluorometrischen Methode wurde die Verteilung 
des Aneurins in verschiedenen tierischen Geweben und zwar von 
Ratten, Rindern, Menschen, sonstigen Saéugetieren, Végeln, Fischen, 
Krebsen, Krabben und Muscheln untersucht. Die Ergebnisse 
wurden tabellarisch angegeben. In vielen Krebsen, Muscheln und 
auch in der Haut einiger Fische wurden eine relativ thermolabilere 
und eine relativ thermostabilere Substanz gefunden, die das 
Aneurin zerstort, deren Natur zur Zeit noch unbekannt ist und 
weiter erforscht werden muss. 


Herrn Dr. A. Fujita bin ich fiir seine freudliche Leitung 
bei dieser Arbeit zu grossem Dank verpflichtet. 
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UBER DIE VERTEILUNG DES VITAMIN B, IN 
TIERISCHEN UND PFLANZLICHEN 
GEWEBEN. ITI.') 


Von 


KEIZABURO DOHI, 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium des Kitasato-Instituts 
zu Tokyo. Direktor: Dr. A. Fujita.) 


(Hingegangen am 25. Dezember 1941) 


Im folgenden werden die Ergebnisse der Messungen iiber die 
Verteilung des Aneurins in pflanzlichen Geweben berichtet. Die 
Bestimmung wurde aussehliesslich nach unserer fluorometrischen 
Methode (Fujita, Asari und Dohi 1941) ausgefiihrt. Zur 
Untersuchung kamen aus ernihrungsphysiologischem Grunde fast 
ausschliesslich die essbaren pflanzlichen Gewebe. 

Aus Tabelle I ersieht man, dass sich im Blatt bedeutend mehr 
Aneurin als in Blattstiel befindet. 

Aus Tabelle II geht hervor, dass unter Rhizomen und Wurzeln 
»Tukuneimo“, ,,Yatugasira“, ,,Yamanoimo“, ,,Satumaimo“ und 
,Ninzin“ die guten Aneurinquellen darstellen. Bei Rhizom von 
»Hasu“ (,,Renkon“) habe ich die Aneurinzerst6rende Substanz 
gefunden, wie ich in der vorangehenden Arbeit bei Fischen und 
Muscheln beobachtet habe. 

Aus Tabelle III ist ersichtlich, dass die Bohnen im allgemeinen 
sehr reich an Aneurin sind und zwar am reichsten im Embryo, dann 
im Endosperm, wihrend es in Gehaiuse und Samenschale sehr 
sparlich oder kaum zu finden ist. Bei ,,Kurikabotya“ ist das 
Aneurin in Fruchtschalen sehr reich, im Fruchtfleisch weniger und 
im Zentralteil mittelmassig enthalten. Im Endosperm, das von 
Chinesen gern gegessen wird, ist der Gehalt an Aneurin sehr hoch. 

Die Ergebnisse fiir Obst sind in Tabelle V angegeben. In 


1) Der Gesellschaft ,,Nippon Gakuzyutu-Sinkékai® danke ich fiir die 
Unterstiitzung dieser Arbeit. (A. Fujita). 
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TABELLE I. 
Blatter und Stengel, 
Aneuringehalt 
in 77 te mee: 
Datum Art Gewebe -nsgesamt | kungen 
frei ins- (%) 
gesamt 
15. April 1942 | Petroselium Blatt = 168 _— 3. 
sativum Hoffm. 
(Crandazeri, 
»Parsley’’) 
15. April ,, Capsella Bursa- Blatt = 164 == 6. 
pastoris Medicus 
(Nazuna ) 

5. Sept. 1941 | Daucus Carota L. | Blatt 7,3 158 5 3. 

var. sativa DC, 
(Ninzin) 

17, April 1942 | Artemisia vulga- | Blatt _ 156 — 3. 
ris L. var. indica 
Maxim. (Yomogi) 

20. Mirz 1941 | Spinacia oleracea | (Blatt 130* 14 93* Ad.®) 
L. (Horens6) Blattstiel ADs 20 100* 

13. April 1942 | Plantago major Blatt 
L. var. asiatica (haupts. ) = 138 = 4. 
Decne (Obako) 

iB}, JMormll y, Itea japonica Blatt 
Oliver (Suina) (haupts. ) — 112 — 2. 

8. Sept. 1941 | Raphanus sativus | Blatt 7 105 © if 3. 
L: var. acanthi- 
formis Makino 
(Wasedaikon) 
aus Mino 

4. Mai 1942 | Brassica cam- Blatt — 96 — INGER 
pestris L. subsp. b. w. 
Rapa Hook f. et 
Ands, 

(Seiydakakabu) 

2. Sept. 1941 | Raphanus sativus | Blatt 12 88 14 ae 
L, var. acanthi- : ‘ : 
formis Makino 
(Tokinasidaikon ) 

4. Juli 2 Brassica cam- Blatt’ 56* 86 65* 2s Os 7 
pestris L. var. 

Komatsuna Ma- 
tsum. et Nakai 
(Komatuna)” 

2. Mai 1942 | Allium odorum L. | Blatt — 77?) — 210 

(Nira) 
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. April 1942 


9, Jan, 3 
Cie Apr 
9. Jan, PK 
2. Mai 55 
24. Feb. 5 
26. Marz 1941 
ili welyopialll) 
27, April 1942 


27. 


15. 


20. 


divie 


13. 


April 3 
April ,, 
April ,, 
PATIL 55 
April _,, 
April Ms 


Cirsium mariti- 
mum Makino 
(Azami) 


Allium fistulo- 
sum L, (Negi) 


Aralia eordata 
Thunb. (Udo) 


Petasites japoni- 
eus Miq. (Huki) 


Chrysanthemum 
coronarium L, 
(Syungiku) 


Brassica olera- 
cea L. (Kyabetu) 


Brassica Petsai 
Bailey (Hakusai) 


Brassica japonica 
Sieb.. (Ky6éna) 


Brassica campes- 
tris L. subsp. 

Rapa Hook fil. et 
Anders. (Kabu) 


Cryptotaenia 
japonica Hassk. 
(Mituba) 


Oenanthe stoloni- 
fera DC. (Seri) . 


Taraxacum platy- 
ecarpum Dahlst. 
(Tanpopo) 


Saxifraga stoloni- 
fera Meerb. 
(Yukinosita) 


Polygonum 
Reynoutria 
Makino 
(Itadori) 


Pteridium aqui- 
linum Kuhn 
(Warabi) 


Blatt 


Blatt 
weiss 
grin 


Stengel 


Blatt 
Stengel 


Blatt 
(einschl., 
Blattstiel) 


Blatt 


ee 
Blattstiel 


ae 
Blattstiel 


Blatt 


Blatt 
(einsehl, 
Blattstiel) 


Blatt 
(einschl. 
Stengel) 


Blatt 
Blatt 


Blatt 


Stengel 


[Pistengel 
Blatt 


742) 


58 


(79)27, 


(0)7) 
(0)”? 


(0)» 


(0) 6 


03) 
03) 


D Das zugesetzte Aneurin verschwand. 


» Das zugesetzte Aneurin wurde nur teilweise wiedergefunden. 


® Das zugesetzte Aneurin wurde vollstiindig wiedergefunden. 
© Von S. Kawati bestimmt. 
» Nach Adsorption bestimmt. 
® Nach NaOH-Zusatz wurde der Extrakt braun. 
” Nach NaOH-Zusatz wurde der Extrakt grin. 


wo 
. 


2S 


2. bs 


Ad. 
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TABELLE II. 
Rhizome und Wurzeln. 
Aneuringehalt : 
: in ye go fre Bemer- 
Datum Art Gewebe —>———~| insgesamt | kyngen 
rT a Seon (%) 
gesamt 
20. April 1942 | Dioscorea Wurzel- — 156) — ae 
Batatas Decne knolle 
(Tukuneimo ) 
10. Marz ,, Coloeassia Anti- Knolle -— 119°) — 
quorum Schott (einsehl. 
var. esculenta Schale) 
Engl. (Yatuga- 
sira ) 
30. April ,, Dioscorea japo- Wurzel- — 118°) —_— 2. gr. 
nica Thunb. knolle b. w. 
(Yamanoimo) (einschl. 
Schale) 
iy Ian os Lycoris radiata Zwiebel — 99%) os 3. 
Herb. (Higan- 
hana) 
24, Feb. ,, Tpomoea Batatas | Wurzel- — 979) — 
Lam. var. edulis knolle 
Makino 
(Satumaimo) 
28. Miirz 1941 on v» 
ae « 86* 86 100* 
Fleisch 83* 83 100* 
Wurzel 
30. Juni ,, | Daucus Carota L, | {auss. T. 78* 953) sox 3 
var, sativa DC. (stark rot) 
(Ninzin)” zentr. T. 43* 483) 89* 2 
(orangerot) 
29. Mai a Allium sativum Stengel mit 
L. forma Blattstiel 76* 93 82* 3. ZTi Vs 
pekinense Maki- Zwiebel 
no (Ninniku)” ohne Schale Piles 75 95* 3. gr. v- 
17. Juni 1942 ” ” Zwiebel —_— 156?) —_ 4. b. 
4, Mai f Brassica cam- Wurzel — 79?) — Adaee 
pestris L. subsp. b. w 
Rapa Hook f. et 
Ands, (Seiy6- 
akakabu) 
Piles Ions) op pn Oey |p Miya — 78°) — 1: 
(einschl. 
Schale) 
3. Juli 1941 | Solanum tubero- Knolle 61 69 89 Oe DabEs 
sum L. 
(Zyagaimo)” 
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9. Mai 1942 | Phyllostachys | Sprossling | 
edulis A. et C. (aussehl. 
Riv. (Mosotiku) Blatter) 
| ee Halfte | — 169%) — 2. b. we 
untere ,, — 593) | — | 2. b. we 
26. Feb. » | Colocasia Anti- Knolle = 51 — 
quorum Schott (einschl. | 
var. esculenta Schale) | 
Engl. (Satoimo) 
2. Marz *,; Allium Cepa L. Zwiebel — 26 — 
| (Tananegi) 
Wil, EN 5. Wasabia Wasabi | Wurzel = 959) — Di. 
Makino( Wasabi) | 
8. Jan. et Raphanus sativus | Wurzel — 15 — 
L, var. acanthi- 
formis Makino | 
| (Daikon) 
24, Feb. 3 Zingiber offici- Wurzel a 0 = | 
nale Rose, 
(Syé6ga) 
| 
23, April ;; Nelumbo nuci- Rhizom 01) 0?) | — 
fera Gaertn. | 
(Hasu) | 
28. Jan. ,, | Aretium Lappa Wurzel — SEE] = | 
L. (Gobd) | | 
» Das zugesetzte Aneurin verschwand. 
» Das zugesetzte Aneurin wurde nur teilweise wiedergefunden. 
» Das zugesetzte Aneurin wurde vollstindig wiedergefunden. 
© Von 8S. Kawati bestimmt. 
TABELLE ITI. 
Bohnen und Melonen. 
Aneuringehalt r 
in ¥7o = frei Bemer- 
Datum Art Gewebe insgesamt kungen 
ani ins- (%) 
rel | gesamt 
Saumenschale | 368* 449 82" 3. g. gr. 
9. Juni 1941 | Glycine Max Endosperm 630* 1040 65" ss 
Merrill (Daizu)®”| | Embryo 1370* | 1620 85° : 
Ganze Samen | 657* | 1030 64 a 
‘ Ganze Samen 
9. April 1942 |  » ” (weiss, ; 5 
‘ trocken) = 422 eS 2 
9, April ,, ‘3 7 eee — 312 -- Ad. 3. 
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7. Mai 1941 
8. Jan. 1942 
30. Jan. $5 
9. April ,, 


9. Juni ay 


30. 


30. 


29. 


19. 


18. 


Juni 1941 
April 1942 
Jan. a 
5 “Noell 
. Mai 1941 
. Mai 1942 
. Dez. 1941 
Juni 1942 
Juli 1941 
Mai 1942 


Arachis hypogaea 


L. (Nankin- 
mame) frisch 


Pisum sativum L. 
(Aoend6) 


” ” 


Phaseolus angu- 
laris Wight 
(Azuki) 


Vicia Faba L. 
(Soramame) 
frisch” 


Pisum sativum L. 
var. arvense Poir 
(Sayaend6) 


Ginkgo biloba L, 
(Ginnan) 


Phaseolus coeci- 
neus L. var. 
albus Bailey 
(Siroingen ) 


Pisum sativum L. 
(,,green peas)” 


Sesamum indicum 
L. (Sirogoma) 


” 33 
(Kurogoma) 


Phaseolus vulga- 
ris L. (Ingen- 
mame) 


Licopersicon 
esculentum Mill. 
(Tomato)®” 
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Mehl(Kinako) 


Embryo 
Endosperm 
Samenschale 
Ganze Samen 
(trocken ) 


” ” 


Ganze Samen 
(trocken ) 


Gehause 
Samenschale 
(griiner T.) 


»  (gelber T. 


setae 
Endosperm 
Embryo 
Ganze Samen 


eee Hiilse 
Bohnen 


(eee 
Samenschale 


Ganze Samen 
(trocken ) 


Gehause 
(Sanne nate 
Endosperm 
Embryo 
Ganze Samen 


Ganze Samen 
Ganze Samen 


Hiilse 
Fruchtfleisch 


Fruchtfleisch 
\entoaltedl 


| (einschl., 
Samen) 


973 


1515 | 845] 
750[800] 
0?) 0] 


60 


9929 
aauv 


590 
980 
475 
156 
426 


328[328] 
0 [0]? 


300 


20 

28 
234 
343 
300 


261 
250[328] 


of 


68 


he 


B. F®& g. 
(starker 
als H.v.) 


AGa ars 


i) 
- 


Byatt 


.v.b 


ivy) 
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. Juni if Cucurbita | Schale —_ 181 —_ Be ST. Pe 
moschata Duch. Fleisch _ 66 — a ef 
var. melonae- Zentralteil = 84 = 2. gr. 
formis Makino 
(Kabotya) 

Schale 31 | 136[153 23 2: 
| Fleisch 13 | 44/39] 31 2. 


_ Noy, 1941 | Cveurbita Pepo (iene 
L. (Kurikabotya) Giardia 


Samen ) 39 74[100] 53 of 
Samen 
(aussehl. 

| Schale) 162 | 515[534] 31 2. 


. Juni 1942 | Vigna Catiang Hiilse 
Endl. var, sinen- | (jung) — 56 — 22 ree De 
sis King forma 
sesquipedalis 
Makino 
(Zytrokusasage ) 


» Juli - Glycine Max Angekeimte 
Merrill. (Kuro- Bohnen 
mame ) (Moyasi) 
Endosperm = 262 = 2. Ds 
jStengel — 45 —_ Zee 
Wurzel _ 78 —_ Pa De 
Schale ‘LOM 35 
. Sept. 1947 | Cucumis sativus || Fleisch 8 23 35 
L. (Kiuri) Zentralteil 
(einsehl. 19 58 32 


Samen) 


. Juni 1942 | Cucumis Melo L. | (Schale |; — 23 — 2. gr. b. 
var. Conomon Fleisch = 21 — 2. gr. b. 


Makino (Sirouri) 


Das zugesetzte Aneurin verschwand. 

” Das zugesetzte Aneurin wurde nur teilweise wiedergefunden. 

Von S. Kawati bestimmt. 

” Gewichtsprozent: Endosperm 91,8%, Samenschale 6,2%, und Embryo 
2,0%. Absolute Aneurinmenge pro 100g Bohnen; Endosperm 9557, 
Samenschale 28,37 und Embryo 32,47. 

” Gewichtsprozent: Schale (griiner Teil) 21,8%, Schale (gelber Teil, 
eta‘) 1,6%, Endosperm 76,3% und Embryo 0,3%. In Schale 
befindet sich 2,8%, in ,,Heta 0,8%, in Endosperm 95,8% und in 
Embryo 0,6% des Gesamtaneurins. 

®  Blindfluorescenz. ” Hauptversuch. 
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TABELLE IV. 


Blumen, 
Aneuringehalt 
in y% __jfrei Boner 
Datum Art Gewebe insgesamt kungen 
ao a (Jo) 
frei 
gesamt 
8. April 1941 | Prunus donarium|/ Blumen- 
Sieb. (Sakura) blatter 39 Ie; 54 
Sonstige 
Teile 75 89 84 
TABELLE V. 
Obst. 
Aneuringehalt 
in y% Poel Been 
Datum Art Gewebe insgesamt | kunoen 
frei ins- (7) : 
gesamt 
/“Schale 32* | 49 65* |B.B. st.2) 
5. Marz 1941 | Citrus deliciosa Frucht- 
Tenore (Mikan) fleisch 
(ausschl. 
Endoearp) 105* | 105 100* 
13> Maxz |, Citrus Aurantium | (Schale Brae || Bis 84* B.F. st. 
L. var. poonensis |Frueht: 
Hayata(Ponkan) |'fleisch 90* | 88 100* 
aus Kagosima 
Frucht- 
ees Sa aes \ fleisch = 63 = 3. gr. b. 
11. Juni 1942 ee 1B Tentralte:l 
aaa (aussehl. 
Samen ) [DLO — 3. gr. b. 
18. Marz 1941 | Citrus Aurantium | (Schale 38* 46 83* Ad. B.F. 
L. (,,navel | Frucht st. 
orange’) fleisch 58* | 58 100* B.F. st 
Oldriisen- 
30. Okt. is Citrus medica L. schicht 13 28 [28] 46 Ad. 4. 
subsp. Limonum a B.F. st. 
Hook fil. | Mesocarp 0 0 = » oo» 
(,,lemon*‘) Fruchtfleisch 
(einsehl. 
Endocarp) 20 40 [38] 50 aa 
Oldriissen- BRE Ste 
30. Okt. ” Citrus grandis kee i a [36] 50 (b. gr.) 
Osbeck (Zabon) r ras , ii oe 
aus Kagosima Bue eee 
(ausschl. 
Endoearp) 13 34[34] 39 Ad. 4, 
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14. Mai 1942 ) Musa paradisiaca’ | Fruchtfleisch | — 333 —_ 2. b.ew 
L. var. sapientum 
O. Kuntze 
(Banana) 
ea hihawe ee Prunus Cerasus Fruchtfleisch 
L. (Ot6) (ausschl. 
Samen) == 29 — 4: ¢r.b 
Il, Aiea Eriobotrya japo- | Fruchtfleisch | — 28) == 4. gr.b 
nica Lindl. 
(Biwa) 
23. Mai Ps 7 = ” ” = 23 — 2.v.b 
6. Juni ys Prunus Mume Fruchtfleisch 
Sieb. et Zuce. (einsehl. 
(Ume) Schale) _ 39) — Do beget. 
4. Juli 1941 AM XS: » oo» 11?) 42 92* | 3.b. gr. 
unreif 
3. Juli Ss Prunus salicina Fruchtfleisch 
Lindl. (Sumomo) | mit Schale 
(ausschl. 
Samen) ihe 5 87* 2 
14. Jan. 1942 | Malus pumila Fruchtfleisch | — 13 = 
Mill. var. dulcis- 
sima Koidz. 
(Ringo) 
6. Juni ~ Pyrus Simonii ee = 12 — ebenwe 
Carr. (Nasi) Schale — 6 — Salis 
9. Mai 4 Fragaria grandi- | Ganzes = 8 = Ad. 2. 
flora Ehrl. 
(Itigo) 
» Das zugesetzte Aneurin wurde teilweise wiedergefunden. 
» Stark: 
TABELLE VI. 
Algen (Trockenpriparate). 
Aneuringehalt 
in y% frei Pines 
Datum Art Gewebe insgesamt acc 
frei ae (%) 
gesamt 
20. Juli 1941 | Porphyra tenera Blatt 146* 167 88* Ads. r 
Kjellman (Asa- 
kusanori) aus 
Tokyowan 
23. Juni 1942 | Undaria pinnati- ” _ 138 a 4. gr. 
fida Suringar 
(Wakame) 
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29. Mai a Laminaria japo- | Blatt — 119 = 3. gr. W. 
nica Areschoug 
(Konbu) 
23. Juni Be Enteromorpha ” o1* 63 49* GALS ARE 
intestinalis 
Link (Aonori) 
aus Tamagawa 
23. Juni~~ ,, Hizikia fusi- ”» = 37 = Ad. 4. gr. 
forme Okamura BABE sta 
(Hiziki) 
» Nach NaOH-Zusatz wurde der Extrakt braun. 
TABELLE VII. 
Pilze. 
Aneuringehalt 
in y% ___ frei i 
Datum Art Gewebe insgesamt me re 
; gen 
frei sue (%o) 
gesamt 
3. Okt. 1941 | Tricholoma | (Hut 40 ila ly 34 4. g. gr. 
conglobatum Stengel 13 14 94 
Vitt. (Simezi) Ganzes 29 Ti 38 
reif 
3a Okita 55 Armillaria lee 17 91 18 4. g. gr. 
Matsudake Ito et | (Stengel 4 alt 37 
Imai(Matudake) 10 48 oF 
unreif 
10. Juli 5 Cortnellus Hut es 150 85 ING, 
Shiitake P. Henn. g. gr. 
(Siitake) 
trocken 
TABELLE VIII. 
Tees. 
Aneuringehalt 
in y% frei 
me ays 2 
Datum Art insgesamt ine 
frei aa (%) 
gesamt 
10. Juli 1941 Griiner Tee (Sentya) ili? 243 ie AVde Sate 
pee las 55 ‘ » (Mattya) 49* 130 8* IN LUIS, 
» 8 » » 9 (Bantya) | 16* 88 LSt 7 Neal toe 
ass 5 Schwarzer Tee (Kétya) 19* 88 14* ING, Der 
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TABELLE IX. 


Getreide. 
Aneuringehalt 
in y% frei 
Datum Art Gewebe — |— fragenamik lo 
5 kungen 
frei | ae (%) 
gesamt 
. Juli 1941 | Dryza sativa L. Embryo 8680*| 9770 99* 2.7. Ww. 
(Genmai) {indosperm 195*; 321 Gis 1. b. v. 
unpoliert” Ganzes 400*| 530 75* Ib: ve 
ss Embryo 
ee aay Z ” eee 8500*| 8000 100* 
Sa Marz | 55 bocn 
7. Mai “A 2% a (Nuka) 2950*| 2980 100* 2, 
5. Marz 1942 a 7 ” ed) = 2. 
Juli 1941 | Panicum oma 
miliaceum L. Korn 410*| 618 66* 3. gr. g 
(Motikibi) St. B.F 
halb poliert gr. 
2. April 1942 | Panicum Korn 
Crusgalli L. var. (entschilt) = 536 a aera 
frumentaceum 
Trin. (Hie) 
PB Ioahl A Triticum aesti- Ganzes 
vum L.(Komugi) | Korn — 398 — Vie 
Weizen- 
ia Marz 5 ; ss jmehl 
(Udonko) — 8328 — 
17. Marz _,, :: ® te tiaass = 23 — 
Dea Til aa. Setaria italica are Korn 
Beauy. (Awa) (poliert) <= 429 — oe 
” ” ” ” | (einsehl. 
Samenschale)}| — 426 — Be 
17. April Fagopyrum escu- ” 
lentum Moench. (einsehl. 
(Soba) Samenschale)| — 301 — 2 
UPA, Wiles 3 5 Mehl 
(Sobako ) os 516 —_ 
» Gewichtsmissig: 2,6% Embryo und 97,4% Endosperm. Absolute 
Aneurinmenge: 54% des Gesamtaneurins (2267 pro 100g Reis) in 


Embryo und 46% (1907 pro 100g Reis) in Endosperm. 
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Citronenarten befindet sich das Aneurin mehr im Fruchtfleisch als 
im Schalenteil. Im Mesocarp ist das Aneurin kaum zu finden und 
in der Oldriisenschicht ist der Gehalt fast ebenso gross oder etwas 
kleiner als im Fruchtfleisch. Gerade umgekehrt ist der Verhaltnis 
bei Vitamin C (Vel. Fujita und Ebihara 1939). 

In Tabelle V befinden sich die Ergebnisse von Trockenalgen, 
die sich auch als aneurinreich erwiesen. 

Einige Bestimmungen bei mehreren essbaren Pilzarten werden 
in Tabelle VI angefiihrt. Es zeigt sich, dass der Hut viel mehr 
Aneurin enthalt als der Stiel. 

Aus den Ergebnissen fiir Tee in Tabelle VIII ist ersichthch, 
dass die japanischen griinen Teearten ziemlich reich an Aneurin 
sind. 

Aus den Ergebnissen fiir Getreide in Tabelle [X ersieht man, 
dass das Aneurin im Embryo sehr konzentriert vorkommt und zwar 
etwa 27mal so viel wie im Endosperm. Da aber der Embryo 
gvewichtsmiassig etwa 2,6% des Reises ausmacht, so betragt die 
absolute Aneurinmenge des Embryos etwa 54% des Gesamt- 
aneurins. Auch erkennt man daraus, dass ,,Kibi“, ,,Hie“, ,,Awa‘, 
,Komugi“ und ,,Soba“ gute Aneurinquellen darstellen. 


" 


ZUSAMMENFASSUNG. 


Die Erbebnisse der Bestimmungen iiber die Verteilung des 
Aneurins in verschiedenen essbaren pflanzlichen Geweben und zwar 
in vielen Gemiisen, Obstarten und Getreidarten wurden tabellarisch 
angegeben und die Besonderheiten besprochen. 


Herrn Dr. A. Fujita bin ich ‘fiir seine freudliche Leitung 
bei dieser Arbeit zu grossem Dank verpflichtet. 
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